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1. INTERES Y OBJETIVOS
1.1. Importancia econdémica de las cucurbitaceas

Aunque se asume que su origen esta en Asia, la familia de las cucurbitaceas esta
ampliamente diversificada y se encuentra distribuida en todo el mundo (Esteras et al.,
2012). Esta familia incluye importantes especies cultivadas como Citrullus lanatus
(sandia), Cucumis melo (meldn), Cucumis sativus (pepino) y Cucurbita pepo, C. maxima,
C. moschata y C. argyrosperma (calabazas, calabacines) y otras especies de importancia
local (por ejemplo: C. amarus, C. mucosospermus y C. colocynthis) y taxones silvestres.
Las especies mas importantes se consumen por sus frutos, y distintas especies de la
familia se consideran ademas valiosas por sus usos medicinales u ornamentales (Carnide
y Barroso, 2006; Simpson, 2018; Martinez et al., 2021).

De acuerdo con FAOSTAT (2021), desde 1994, la superficie y produccion mundial
de sandia experimentd un incremento (Figura 1). Mientras que en 1994 la superficie era
de 2.214.549 ha y la produccion de 38.396.781 t, en 2003 se incrementd hasta 3.444.890
ha'y 88.569.263 t. Lo que representa un incremento del 36% de la superficie y 57% de la
produccién. En los Gltimos afios, la superficie de sandia ha ido disminuyendo ligeramente
hasta situarse en 3.120.446 ha, mientras que la produccién ha seguido incrementandose
hasta 100.458.926 t en 2018, suponiendo una pérdida del 9% de la superficie y un
aumento del 22% de la produccidn respecto al afio 2003.

Segun la misma fuente (FAOSTAT, 2021), la superficie y produccién mundial de
calabazas y calabacines, que incluye especies C. pepo, C. maximay C. moschata, también
se incrementO (Figura 1) de 1.086.272 ha y 13.123.803 t, en 1994, a 2.070832 ha y
27.678.883 t, en 2017. Esto supone un incremento del 48% y 53%, respectivamente. Sin
embargo, para el afio 2018 tanto la superficie como la produccion disminuyeron un 26%
y 18% respecto al afio 2017.
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Figura 1. Superficie en miles de hectareas y produccion en millones de toneladas mundial
entre 1999 y 2019 (Elaboracion propia a partir de FAOSTAT, 2021).

Actualmente Asia es el principal continente productor de sandias, con mas del 80%
de la produccion mundial. Sobresale China con una produccion de 61.536.900 t, mientras
que Espafia ocupa el quinceavo lugar con 1.092.400 t (Tabla 1). En cuanto a la produccién
de calabazas y calabacines China lidera la produccién mundial con 8.198.544 t, seguido
de Ucrania y Rusia con 1.338.000 t y 1.191.538 t, respectivamente (Tabla 1). Espafia
ocupa el quinto lugar a nivel mundial con 717.650 t, lo que evidencia la gran importancia
de la produccidn del cultivo en nuestro pais.
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Tabla 1. Produccion en toneladas en el afio 2018, de los principales paises productores
de sandias y Calabazas y calabacines (Elaboracién propia a partir de FAOSTAT,
2021).

Produccion de

. Produccion .
Pais sandia (1) Pais calaba_zas y
calabacines (t)

China, Continental 61.536.900 China, Continental 8.198.544

Turquia 4.031.174 Ucrania 1.338.000

India 2.520.000 Federacion de Rusia 1.191.538
Brasil 2.244.001 México 776.073
Argelia 2.095.757 Espaia 717.650
Federacion de Rusia  1.969.954 Estados Unidos 698.850
Uzbekistan 1.836.959 Turquia 616.777
Estados Unidos 1.771.051 Bangladesh 600.141
México 1.472.459 Italia 548.440
Ir&n 1.459.698 Malawi 480.233
Egipto 1.431.919 Indonesia 454.001
Kazajstan 1.248.613 Cuba 452.264
Vietnam 1.200.104 Egipto 430.503
Senegal 1.172.772 Argelia 388.875
Espafia 1.092.400 Republica de Corea 310.218

Del continente europeo, Rusia y Espafia lideran la produccién de sandia con
1.969.954 t y 1.092.400 t, respectivamente (Figura 2A). Por su parte, los principales
productores de calabazas y calabacines son Ucrania y Rusia, seguidos de Espafia con
717.650 t e Italia con 548.440 t (Figura 2B) (FAOSTAT, 2021).
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Figura 2. Produccién en millones de toneladas en el afio 2018, de los principales paises
productores europeos de: A. Sandias B. Calabazas y calabacines (Elaboracién propia a
partir de FAOSTAT, 2021).

En cuanto a las exportaciones mundiales de estas cucurbitaceas, Esparia y México se
situaron en primer lugar con 911.316 t para sandia (Figura 3A) y 538.038 t para calabacin
(Figura 3B), respectivamente. Siendo los principales importadores de sandia Estados
Unidos con 723.346 t y Alemania con 509.877 t. Mientras que Estados Unidos y Francia
son los principales importadores de calabazas y calabacines con 508.216t y 156.307 t,
respectivamente (FAOSTAT, 2021).
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Figura 3. Principales paises a nivel mundial: A. exportadores de sandia (miles de
toneladas), B. exportadores de calabazas y calabacines (miles de toneladas). (Elaboracién
propia a partir de FAOSTAT, 2021).

Por lo tanto, desde el punto de vista econdmico el calabacin y la sandia son dos
cultivos de mayor importancia en Espafia, siendo uno de los productores y exportador
principales a nivel mundial. En el afio 2018 (Tabla 1), se cultivaron en Espafia unas
21.460 hectareas y se produjeron mas de un millén de toneladas de sandia, Andalucia




Estudio de asociacién (GWAS) en cucurbitaceas para caracteres de interés agronémico. Seleccién de
marcadores con valor agronémico

lidera tanto en superficie cultivada (56% del total) como en produccién (59% del total)
(Tabla 2) (MAPA, 2021). De forma similar, Andalucia destaca en la produccion de
calabacin en invernadero con una superficie de 8168 ha y una produccion de 471677 t
(Tabla 2) (MAPA, 2021).

Tabla 2. Superficie (hectareas) y produccion (toneladas) de sandia y calabacin para
2018. Se muestra su distribucion por comunidades. Elaboracion propia a partir de
MAPA, 2021.

Sandia Calabacin
Comynidad Invernadero Aire libre Invernadero Aire libre
Autonoma gy Prod.  Sup. Prod. Sup. Prod.  Sup.  Prod.
(ha) ® (ha) ® (ha) ® (ha) ®

Andalucia 7904 403981 4240 192602 8168 471677 630 22666
Aragon - - 11 638 - - 52 1120
Baleares 60 2560 230 6992 49 2040 105 2153
Canarias 164 7135 129 3882 323 21555 217 7684
Catalufia - - 264 7800 - - 260 8146
C. la Mancha - - 2426 177680 1 40 34 980
Castillay Ledn - - 42 1383 13 455 39 948
C. Valenciana - - 1484 73088 219 11226 124 3573
Extremadura 157 8126 53 2434 1 75 118 5677
Galicia - - - - 93 5893 - -
La Rioja - - 3 63 3 180 25 1150
Madrid - - 41 1517 - - 18 558
Navarra - - - - 1 95 122 8741
Pais Vasco - - - - 2 105 16 419
P. de Asturias - - - - 13 585 23 575
R. de Murcia 89 5242 2803 193687 235 13748 111 3164

El principal productor en invernadero de la comunidad andaluza es Almeria.
Actualmente el campo almeriense destaca por la agricultura intensiva bajo plastico y, méas
concretamente, por la produccién de gran parte de las hortalizas a nivel nacional,
destacando entre ellas el tomate (Solanum lycopersicum L.), la berenjena (Solanum
melongena L.), el calabacin (Cucurbita pepo L.), el pepino (Cucumis sativus L.), el
pimiento (Capsicum annuum L.), la judia verde (Phaseolus vulgaris L.), la sandia
(Citrullus lanatus L.) y el melén (Cucumis melo L.). Aproximadamente cuenta con
32.364 hectéareas de cultivos protegidos (Gallegos, 2021). De ellas 9.860 ha se dedican a
la produccion de sandia y 7.860 ha a calabacin, siendo el tercer y cuarto cultivo mas
importante dentro de la provincia, representado el 81% (Figura 4C) y 89% (Figura 4D)
de la superficie cultivada nacional, respectivamente. Con estas superficies se consigue
cosechar 512.742 toneladas de sandia y 456.045 toneladas de calabacin, lo que supone el
86% (Figura 4A) y 92% (Figura 4B) de la produccion espafiola (MAPA, 2021).
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Figura 4. Distribucién de la produccién y superficie de sandia y calabacin en Andalucia
por provincias. A. Produccion de sandia. B. Superficie de sandia. C. Produccion de
calabacin. D. Superficie de sandia. (Elaboracién propia a partir de MAPA, 2021).

Por su parte el valor de la produccion en la provincia ha crecido un 5,2% y ha
contabilizado 2.319,5 millones de €, de los que 2.291,6 millones de € provienen de la
horticultura intensiva: en este caso, la sandia protagoniza la mayor subida de ingresos
(+32,3%) y el calabacin (+5,8%) (CAJAMAR, 2020).
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1.2. Interés del material empleado y de los caracteres analizados

Las cucurbitaceas son generalmente apreciadas por sus frutos, pero también por las
semillas que son una buena fuente de aceite vegetal y proteinas. Por ejemplo, las semillas
de sandia (Baboli y Kordi, 2010). El tamafio y el peso de la semilla de las cucurbitaceas
cultivadas varian considerablemente segun los usos previstos, en el caso de la sandia y de
la calabaza las semillas tienen usos duales y el tamafio de la semilla es un objetivo
importante para la mejora genética (Guo et al., 2020). Para el desarrollo de la planta, una
semilla de calidad contribuye a mayor eficiencia de la produccion, ya que es capaz de
emerger de manera rapida y uniforme, bajo diferentes condiciones ambientales (Crang et
al., 2018). Para los usos que implican la extraccion de compuestos de valor de la semilla,
tanto el contenido en aceites o antioxidantes, como el tamafio pueden ser de interés para
la mejora. Por lo que la calidad de la semilla es un concepto basado en la valoracion de
diferentes atributos.

La importancia socioecondmica de las cucurbitaceas se traduce en relevancia desde
el punto de vista de la mejora genética, por lo que se han conservado gran nimero de
accesiones del germoplasma silvestre, asilvestrado, de razas autdctonas, cultivares
antiguos e hibridos modernos en bancos de germoplasma de todo el mundo (Ferriol y
Pico, 2008; Levi et al., 2017a). Estas accesiones, aunque menos productivas, favorecen
el mantenimiento de la variabilidad genética de cualquier especie y constituyen una fuente
de caracteres altamente valiosos para la mejora genética (Gutiérrez-Diez et al., 2009;
Garcia et al., 2018). De hecho con frecuencia son incorporadas a los programas de mejora
para generar poblaciones variables sobre las que realizar seleccion para diferentes
caracteres. La caracterizacion de estas accesiones de la variabilidad natural es
fundamental para evaluar su interés para los programas de mejora. En este marco se sitla
este TFM que pretende la puesta en valor de estas accesiones desde el punto de vista de
la semilla.

Una de las mejores colecciones de cucurbitdceas se conserva en el banco de
germoplasma del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), con 1.766
accesiones de Cucurbita spp. y 1.453 accesiones de Citrullus spp (https://npgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/search). El trabajo de conservacion realizado se coordina con el
trabajo de re-secuenciacion de numerosas accesiones de los dos géneros realizados en el
marco del Cucurbit Coordinated Agricultural Project (CucCAP). Este proyecto ha
derivado en la re-secuenciaciéon por Genotyping by Sequencing (GBS) de 1.516
accesiones de Cucurbita spp, de las cuales 830 pertenecen a Cucurbita pepo y 372 a C.
maxima (datos no publicados, variantes disponibles en http://cucurbitgenomics.org/), y
de 1.365 del género Citrullus (Wu et al., 2019). Esta estrategia ha permitido la deteccién
de numerosas variantes de utilidad para los estudios de asociacién y con potencial valor
para la seleccion de caracteres valiosos en programas de mejora genética de estas
especies.
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1.3. Objetivos

El principal objetivo del presente Trabajo Fin de Master (TFM) es localizar posibles
regiones candidatas con asociacion a caracteristicas fisicas de calidad de las semillas
como el peso, el color o la presencia de hilio. Empleando para ello una caracterizacion
exhaustiva realizada en 1.518 accesiones de los géneros Cucurbita y Citrullus y los datos
gendmicos disponibles en CuGenDB (http://cucurbitgenomics.org/).

Este objetivo general se aborda desde los siguientes objetivos especificos:

e Realizar una caracterizacion de al menos 6 semillas por accesion en 805 accesiones
de Cucurbita spp. y 713 accesiones de Citrullus spp. Los caracteres de interés seran:
tamanio, peso y color de las semillas.

e Empleando el programa Tassel5 (https://www.maizegenetics.net/tassel), contrastar
los datos fenotipicos de las 1.518 accesiones con los datos gendmicos para realizar
estudios de asociacion (GWAS). Por medio de los métodos General Lineal Model
(GLM) y Mixed Lineal Model (MLM) se designaran variantes con potencial
asociacion con el caracter en estudio.

e En caso de detectar asociacion, comparar los resultados en los distintos analisis con
estudios previos con el fin de determinar la relevancia de las distintas regiones
detectadas.

e Empleando las anotaciones del genoma disponibles para C. pepo, C. maximay C.
lanatus comprobar el impacto de las variantes exénicas en la proteina.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Caracteristicas de las cucurbitaceas

La familia de las Cucurbitaceas constituye uno de los grupos taxonémicos mas
grandes y variables de plantas, podemos encontrar hasta 825 especies, agrupadas en 118
géneros (Zomlefer, 2004). Otros autores indican que hay 130 géneros con 800 especies
(Jeffrey, 2005; Jeffrey and De Wilde, 2006). Los generos méas grandes son Cayaponia
con 60 especies, Momordica con 45 y Gurania, Syclos y Trichosanthes con 40 especies
cada uno (Jeffrey, 1990). No obstante, destacan por su valor econémico los géneros:
Citrullus, Cucurbita'y Cucumis, que incluyen especies como la sandia (Citrullus lanatus),
el calabacin (Cucurbita pepo), los diferentes tipos de calabaza (Cucurbita pepo,
Cucurbita moschata, Cucurbita maxima, Cucurbita argyrosperma), el pepino (Cucumis
sativus) y el melon (Cucumis melo).

En base a estudios morfoldgicos de sus 6rganos vegetativos y florales, a lo largo de
la historia, la clasificacion de las cucurbitaceas ha sufrido modificaciones (Jones, 1989;
Takhtajan, 1997). Con base en estudios genéticos de ADN, en 2003 el grupo APG Il las
clasifico en el orden Cucurbitales, el cual contiene, ademas de la familia Cucurbitaceae,
las familias Anisophylleaceae, Begoniaceae, Coriaciaceae, Corynocarpaceae,
Datiscaceae y Tetramelaceae (APG I, 2003).

Los caracteres de diagndstico mas importantes para los géneros y tribus de las
cucurbitaceas provienen de la morfologia del androecio y del gineceo (nimero de estilos
libres, fusion de filamentos y/o anteras), tipo de zarcillo, estructura del polen y cubierta
de la semilla. La familia contiene dos subfamilias, Nhandiroboideae o Zanonioideae
(Jeffrey, 1990), con 19 géneros y unas 60 especies sin valor econémico, y Cucurbitoideae,
con 111 géneros and 740 especies (Esteras et al., 2012). Esta subfamilia incluye las tribus
y géneros mas importantes de las cucurbitaceas: Benincaseae (Benincasa, Citrullus,
Coccinia, Lagenaria, Cucumeropsis, Cucumis), Luffeae (Luffa), Cucurbiteae
(Cucurbita), Sicyeae (Cyclanthera, Sechium), Joliffieae (Momordica, Telfairia),
Schizopeponeae (Schizopepon), Trichosantheae (Hodgsonia, Trichosanthes), Bryonieae
(Ecballium), Herpetospermae y Coniandreae (Jeffrey, 1990; Rubatzky y Yamaguchi,
2012; Jeffrey, 2005). La subfamilia Cucurbitoideae se caracteriza por tener estilos
fusionados, polen con exina reticulada y zarcillos simples, bifidos o con la parte basal no
espiralada. Estos caracteres se correlacionan bastante bien con la filogenia obtenida con
los datos moleculares. De todas ellas son objeto de interés en este TFM la tribu
Benincaseae que incluye el género Citrullus y la tribu Cucurbiteae que incluye el género
Cucurbita.

2.1.1. Caracteristicas de Cucurbita spp.
2.1.1.1. Origen y domesticacion

En el género Cucurbita hay veintidos especies salvajes y cinco especies cultivadas
(Decker, 1988). Las especies cultivadas son C. pepo, C. moschata, C. maxima, C. ficifolia
y C. argirosperma (Nee, 1990), siendo las tres primeras C. pepo, C. moschata y C.
maxima, las mas importantes econémicamente y las mas ampliamente distribuidas.

Witaker y Cutler (1971) informaron del hallazgo de semillas y peddnculos
pertenecientes a frutos cultivados de C. pepo subsp. pepo en el Valle de Oaxaca con una
edad superior a 9000 afios y en las Cuevas Ocampo en Tamaulipas, México, databan del
7000 a 5000 a.C. Aungue los registros arqueoldgicos no han revelado el origen de las
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Cucurbitéceas cultivadas, proporcionan informacion sobre la dispersion geografica y la
diversificacion de las especies domesticadas. (Decker, 1988).

Ford (1980), basandose en la distribucion arqueoldgica de la especie, propuso que
esta fue domesticada al menos dos veces, en el 5000 a.C. y en el 2000 a.C. La
domesticacion se produjo simultaneamente en la zona de Mesoameérica (México) y Norte
Ameérica (EEUU-Canada), teniendo a C. fraterna y C. texana como antepasados
silvestres, respectivamente. Esta idea se vio reforzada por hallazgos arqueolégicos que
ponen de manifiesto la domesticacion de C. pepo desde hace méas de 4000 afios en el
sureste y noroeste de México y en el este de Estados Unidos (Decker, 1988; Paris, 2001;
Ferriol et al., 2008).

Decker (1988) informd que las primeras evidencias de los morfotipos de calabaza
redonda y calabacin de Cucurbita pepo tienen sus raices en variedades de la zona de
México. La introduccion en Europa del calabacin data del siglo XV (Decker, 1988). Por
otra parte, el calabacin que comemos hoy dia se corresponde con el morfotipo Zucchini
en estado inmaduro. La palabra Zucchini proviene del diminutivo en plural de la voz
italiana “zucca” que significa calabaza de verano. Paris (2001) afirmo que es el morfotipo
mas reciente de C. pepo, ya que se diversificd en Italia més tarde que las otras variedades
y posteriormente se introdujo en EEUU desde Italia en el siglo XX (Paris, 2001).

Cucurbita maxima Duch. Ex Lam. es una de las principales especies cultivadas del
género Cucurbita. Tiene su origen en América del Sur, y su centro de diversidad dentro
del rango de distribucion de su ancestro silvestre, C. maxima ssp. andreana (Naud.) Filov
que se encuentra distribuidas en zonas templadas de Argentina, en las llanuras centrales
de Bolivia, en Uruguay y Paraguay (Nee, 1990).

2.1.1.2. Clasificacién taxon6mica

De acuerdo con el Integrated Taxonomic Information System (ITIS, 2021) la
taxonomia de la especie C. pepo y C. maxima es de la siguiente manera:

Tabla 3. Taxonomia de la sandia

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta
Superdivisién: | Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivision: | Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucurbita L.

) Cucurbita pepo L.
Especies: Cucurbita maxima Duchesne
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2.1.1.3. Usos y valor nutricional

El uso del calabacin, C. pepo subsp. pepo Zucchini, esta destinado a la alimentacion
humana exclusivamente. EI consumo del fruto inmaduro del calabacin es muy popular en
todo el mundo y especialmente en los paises desarrollados (Paris, 2008). En Espafia es
muy comin comerlo rebozado, frito o cocinado de otras formas. También se emplea en
potajes y guisos en Mallorca, en el zarangollo murciano, en la escudella catalana o en los
potajes y pucheros canarios. Aunque mucho menos frecuente, también se ha consumido
crudo en ensaladas, como se ha registrado en la comarca almeriense del Cabo de Gata-
Nijar. Por otra parte, las flores se han consumido fritas en Asturias, Catalufia y Mallorca
en Espafia, asi como en otras partes del mundo. También se han preparado rellenas de
arroz o harina en Mallorca o rellenas de queso y rebozadas con huevo y pan rallado en
Catalufia, donde se denomina a este plato carn de pobre (carne de pobre). La flor
masculina se ha usado para elaborar tortillas en varias comarcas catalanas y potajes en
Gran Canaria. También, se han empleado como condimento de otros platos en El Hierro
y en Mallorca (Tardio et al., 2018).

C. maxima constituye, dentro del género Cucurbita, una de las especies cultivadas
mas diversas con numerosas variedades locales, cultivares comestibles y ornamentales.
El uso mas coman es el consumo de su pulpa madura, que es una de las de mejor calidad
dentro del género por su sabor y riqueza en carotenoides (Itle y Kabelka, 2009; Della
Gaspera y Rodriguez, 2013). En Argentina, algunos cultivares de frutos planos con habito
de crecimiento arbustivo se cultivan para el consumo de sus frutos jovenes, conocidos
localmente como zapallitos (Paris, 2017). El zapallito, es un grupo de C. maxima que es
utilizado por sus semillas ya que sirven para contrarrestar los vémitos y mareos en las
embarazas, como laxante natural y efecto antiflamatorio. Ademas, se consume
culinariamente para la preparacion de sopas, cremas, estofados, dulces cuando esta
maduro y preparaciones saladas cuando esta inmaduro. (Grumet et al., 2017).

Las calabazas maduras de C. pepo y C. maxima tienen una considerable importancia
monetaria, como ornamentales, en Estados Unidos, Europa y Australia. Las calabazas
maduras de C. pepo con semilla, para la extraccion de aceite, son econémicamente
importantes en Europa central. La produccién de calabazas y calabazas ornamentales,
especialmente de C. pepo y C. maxima para las actividades de Halloween y Oktoberfest,
es una industria grande y creciente (Paris, 2017).

En cuanto a su valor nutricional , son una rica fuente natural de proteinas, triterpenos,
lignanos, fitoesteroles, acidos grasos poliinsaturados, compuestos fendlicos
antioxidantes, carotenoides, tocoferol y minerales .VValores aproximados de vitaminas y
minerales de C. pepo se muestran en la Figura 5. Valores similares presenta C. maxima,
superando a C. pepo en calcio (29 mg), magnesio (10 mg), fésforo (19 mg), tiamina (0,16
mg) y vitamina A (75 pg) (Moreiras et al., 2013; Valero et al., 2018).
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Figura5. Valor nutricional y mineral de C. pepo. (Elaboracién propia a partir de Moreiras
etal., 2013 y Valero et al., 2018).

2.1.1.4. Descripcion morfologica

Dentro de la subespecie C. pepo subsp. pepo, el morfotipo Zucchini se caracteriza por
sus hojas grandes y palmeadas, sus flores amarillo-anaranjadas productoras de néctar y
por sus frutos grandes, duros, esféricos e indehiscentes. No obstante este morfotipo varia
con respecto al resto principalmente en la forma del fruto y color, pero también en otros
caracteres vegetativos. Sus plantas son herbaceas, anuales, monoicas y arbustivas
(Camacho, 2003; Martinez, 2003; Vicente, 2014). A continuacion, se definen las
caracteristicas mas relevantes de los distintos 6rganos de las plantas de esta especie.

El sistema radicular del calabacin esta constituido por una raiz principal axonomorfa
que alcanza un gran desarrollo en comparacién con las raices secundarias las cuales se
extienden superficialmente. En terrenos enarenados el desarrollo radicular puede alcanzar
25-30 cm de profundidad y en terrenos desnhudos el desarrollo radicular alcanza entre 50-
80 cm. Cuando el tallo esta en contacto con la tierra himeda se pueden desarrollar raices
adventicias en los entrenudos de este (Martinez, 2003; Reche, 2000).

El calabacin posee un tallo principal herbaceo, grueso y cilindrico con atrofia de brotes
secundarios segun el mofotipo. Los entrenudos suelen ser cortos (2-5 cm: aunque hay
variedades que tienen entrenudos de hasta 30-40 cm) de donde parten las flores, hojas,
frutos y zarcillos delgados que nacen junto al pedunculo del fruto. EI tamafio varia en
funcion de las variedades, pero normalmente en la zona de Almeria se cultivan variedades
de morfotipo Zucchini y de porte arbustivo debido a su facilidad en el manejo (Martinez,
2003; Reche, 2000). En el caso de C. maxima los tallos son engrosados, redondeados o
ligeramente angulosos (Lira et al., 2009), mientras que los zarcillos suelen tener de 3a 5
ramificaciones (Lira, 1995). La principal diferenciacion respecto a C. pepo se encuentra
en la forma del fruto (Figura 6C).
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Las hojas son palmeadas, con un gran limbo (llegan hasta los 50 cm de ancho y largo)
y se sujetan al tallo por alargados peciolos alternandose de forma helicoidal. Es
caracteristica la presencia de vellosidades y espinas cortas y finas distribuidas a lo largo
del mismo, ademas estan huecos por dentro. El haz de las hojas es suave al tacto y el
envés aspero, recubierto de espinas cortas a lo largo de las nerviaciones (Martinez, 2003;
Delgado, 1999; Reche, 2000). C. maxima presenta hojas ligeramente o nada lobuladas,
con méargenes enteros a denticulados y ambas superficies pubescentes (Villanueva, 2007)
(Figura 6A).

Las flores del calabacin parten de la axila de la hoja, siendo solitarias, de un color
amarillo-anaranjado vistoso, de gran tamafio y forma acampanada (Figura 6B y E). Los
I6bulos son agudos a acuminados, obtusos y margenes ondulados. Las plantas de
calabacin son monoicas por lo que presenta tanto flores femeninas como masculinas en
el mismo pie de planta. La diferenciacion de las flores masculinas y femeninas es
relativamente facil, ya que esta Ultima posee un ovario infero. Ademas, la flor masculina
tiene un pedunculo largo del que carece la flor femenina. La apertura de las flores tiene
lugar a primera hora de la mafiana y el cierre se produce a medio dia (la flor esta abierta
aproximadamente de 6:00 am a 12:00 pm), momento en el que se aprovecha para la
realizacion de la polinizacion ya sea entomdfila o cruzada (Martinez, 2003; Delgado,
1999; Reche, 2000). En C. maxima las flores son aromaticas, de color amarillo brillantes,
I6bulos anchos, reflexos y bordes crispados (Lira, 1995; Lira et al., 2009).

El fruto es una baya carnosa, unilocular, voluminosa sin cavidad central, de color
verde o amarillo. Segun el morfotipo la piel es lisa y puede ser muy sensible a rozaduras.
En C. maxima los frutos presentan diversas formas (globoso, ovoide, cilindrico o
piriforme), con pesos de hasta 100 kg, piel lisa o con costillas y piel rigida o suave (Lira,
1995). Los frutos de algunas calabazas de exposicion de C. maxima son los frutos mas
grandes del mundo, algunos de los cuales pesan méas de 600 kg (McCreight et al., 2013).
Ademaés de estas calabazas de exposicion, C. maxima contiene muchos cultivares que
tienen formas peculiares de turbante o de platano, asi como cultivares que tienen forma
de tambor, de copa, fusiforme u oblonga. El color exterior de los frutos tiene una bonita
gama que va desde el rojo-anaranjado hasta el rosa-anaranjado, pasando por el casi
blanco, el gris azulado verde intenso y negro-verde (Lira, 1995). El color de la carne
puede ser amarillo anaranjado intenso dependiendo del cultivar, La mayoria de ellos
tienen forma de tambor y son de color verde oscuro o negro-verde, y son muy apreciadas
por su calidad (Grumet et al., 2017) (Figura 6C).

Las semillas son de color blanco amarillento, lisas al tacto y de forma oval, alargada
y puntiagudas en el extremo superior. Ademas, presentan un surco longitudinal paralelo
al borde exterior, de 1,5 centimetros de longitud, 0,6-0,7 centimetros de anchura y 0,1-
0,2 centimetros de grosor. La temperatura optima del suelo para que la semilla pueda
germinar transcurridos de 2 a 5 dias oscila entre los 20 y 25°C. Sin embargo, temperaturas
superiores a 40°C o menores a 15°C afectan gravemente a la semilla provocando la
disminucion de la germinacion (Reche, 2000). En C. maxima las semillas son gruesas,
elipticas, inflados o tumescente. Los colores varian de blanco a pardo claro y suelen ser
lisas 0 un poco estriadas. Bordes redondeados diferenciados del color del centro
(Villanueva, 2007). (Lira et al., 2009). Las semillas suelen ser blancas, anaranjadas en
algunos cultivares, y tienden a ser bastante grandes, y algunos cultivares se cultivan para
el consumo de semillas (Grumet et al., 2017) (Figura 6D).
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Semillas. E. Flor femenina. (Elaboracion propia).

2.1.1.5. Morfotipos de las especies cultivadas

La especie C. pepo incluye 10 morfotipos comestibles o variedades botanicas
diferentes y varios tipos silvestres, agrupados en 3 subespecies: spp. pepo (Cocozelle,
Vegetable Marrow, Zucchini, Pumpkin y 2 morfotipos ornamentales), spp. ovifera
(Crookneck, Straightneck, Scallop, Acorn y un tipo ornamental) y spp. fraterna (incluye
solo tipos silvestres) (Martinez, 2003; Vicente, 2014) (Figura 7).

Paris y colaboradores (1986;2001;2008) establecieron los diferentes morfotipos para
las subespecies pepo y texana comestibles (Lebeda et al., 2007; Paris et al.,
1986;2001;2008) en:

e Cucurbita pepo subsp. pepo

= Pumpkin: cultivado por sus frutos maduros y semillas. Fruto esférico,
corto, cénico y cilindrico. De color naranja o amarillo verdoso. Corteza
lignificada. Su distribucién geogréfica se encuentra en EEUU-Canada,
Europa, Asia Menor y México-Guatemala.

= Zucchini: cultivado por sus frutos inmaduros. Fruto de forma cilindrica y
uniforme, de color verde oscuro y amarillo, con la corteza tierna y sensible
a los golpes o arafiazos. Se cultiva a nivel mundial.

= Cocozelle: cultivado por sus frutos inmaduros y flores femeninas. Fruto
alargado y bulboso en la parte basal, de color verde rayado o verde claro
sin rayas. Su distribucion geografica se encuentra en Europa (ltalia),
Lejano Oeste, Turguia y Yugoslavia.

18



Estudio de asociacién (GWAS) en cucurbitaceas para caracteres de interés agronémico. Seleccién de
marcadores con valor agronémico

= Vegetable marrow: cultivado por sus frutos inmaduros. Fruto corto de
forma conicay cilindrica, con diversas tonalidades de verde claro. Corteza
no lignificada. Su distribucion geogréfica se encuentra en Este Medio y
norte de Africa.

e Cucurbita pepo subsp. ovifera (también conocida como texana)

= Acorn: cultivado por sus frutos maduros. Fruto surcado, turbinado de
color verde. Corteza no lignificada. Su disposicion geogréafica se encuentra
en EEUU-Canada.

= Scallop: cultivado por sus frutos inmaduros. Los frutos son planos,
festoneados de colores amarillo, blancos verdeceos. Su disposicion
geografica se encuentra en Australia, EEUU y Europa.

= Straighneck: cultivado por sus frutos inmaduros. Fruto de cuello corto y
constrenifio de color amarillo. La corteza esta lignificada en la madurez.
Su disposicion geografica se encuentra en EEUU y Europa.

= Crookneck: cultivado por sus frutos inmaduros. Frutos de cuello estrecho
y curvado. Normalmente tiene presencia de verrugas. La corteza es muy
gruesay lignificada en la madurez. Su disposicion geografica se encuentra
en el Sudoeste de EEUU.
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Figura 7. Diferentes morfotipos para las subespecies pepo y texana comestibles.
(Elaboracion propia a partir de Lopez, 2019).

Esta clasificacion se ajusta a los tipos morfoldgicos, pero también corresponde con
los resultados moleculares obtenidos con isoenzimas y marcadores de DNA (Paris et al.,
2003). Ademas, estos autores definieron tres variedades de calabazas silvestres (no
comestibles) pertenecientes dos de ellas a la subespecie pepo y la otra a la subespecie
texana. Las variedades Orange Gourd y Orange Warted, pertenecientes a la subespecie
pepo, se caracterizan por su forma esférica y achatamiento en los polos diferenciandose
entre ellas por la presencia de verrugas. La variedad Peara Gourd, perteneciente a la
subespecie texana, se caracteriza por su forma ovalada-piriforme y lisa (Ruiz, 2017).

La especie C. maxima presenta dos subespecies, C. maxima subsp. maxima, que
agrupa las variedades cultivadas y C. maxima subsp. andreana, la subespecie silvestre
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(Filov, 1982). Algunos autores describen los morfotipos de la subespecie cultivadas
(Grumet et al., 2017):

= Show Pumpkin: redondo, aunque a menudo desigual.

= Banana: fusiforme alargado.

= Deliciosos: forma de cornete.

= Queensland: oblato.

» Hubbard: fusiforme corto.

= Buttercup: forma de tambor.

= Zapallo: peponide de forma y tamafio variada (ovalado, ovalalargada,
piriforme, esférico, etc.), con epicarpio delgado de color verde, de superficie
lisa y mesocarpio verde més claro y poco grosor. La pulpa es de color amarillo
y el fruto es de 2,5-3 kg. Su distribucidn geografica se encuentra en Argentina
y Uruguay. Utilizado para decoracion, como trampas para insectos, como
alimentacion por su pulpa tanto en inmaduro y en maduro, sus semillas flores

= Turban: extremo del estipite abultado, resto del fruto plano.

2.1.2. Caracteristicas de la especie Citrullus spp.

El género xerofitico Citrullus Schrad. ex Eckl. & Zeyh (2n = 22) tiene su origen en
Africa, donde las poblaciones silvestres, asilvestradas y autoctonas de este género
prosperan en regiones aridas y semiaridas del continente (Levi et al., 2017b). EI género
Citrullus incluye ademas de C. lanatus, otras seis especies diploides, tres de las cuales
son también de importancia regional (Jarret et al. 1997). La sandia egusi (C.
mucosospermus (Fursa) Fursa), la sandia cidra (C. amarus Schrad.) y C. colocynthis (L.)
Schrad. Otras especies proximas son la anual C. rehmii (De Winter 1990; Jarret and
Newman 2000) y las perennes C. ecirrhosus (Cogn.) y C. naudinianus Sond. (Meeuse,
1962).

2.1.2.1. Origen y domesticacion

La sandia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. et Nakai.) es una planta herbacea
monoica cuyo origen esta documentado en Africa tropical y subtropical, se expandi6 por
el norte de Africa y el Proximo Oriente sobre el 1V milenio a.C., donde aun hoy crece en
forma silvestre (Giaconi, 1989). También existen registros de que este fruto llego de
manera temprana a Asia 0 que en este continente existié algin centro de origen o
diversificacion de plantas cercanas (Maroto, 2002; Del Groso, 2013).

Se conoce su cultivo desde hace 5.000 afios en Egipto, cultivada por su sabor y
belleza. Desde Egipto se difundieron las semillas de sandia en las rutas del Mediterraneo,
introducida por los musulmanes durante el periodo de dominacion arabe de la peninsula
Ibérica entre los siglos VIII 'y XV. Su nombre marca esta procedencia ya que proviene
del &rabe hispanico sandiyya, y éste del arabe clasico sindiyyah, de Sind, una region del
actual Pakistan (Crawford, 2017).

Estudios recientes han propuesto cuatro hipétesis para el origen de la sandia; Primero,
que desciende del C. colocynthis del norte de Africa (McCreight et al., 2013). En segundo
lugar, que deriva del melén cidro del sur de Africa, Citrullus amarus (Rubatsky, 2001).
En tercer lugar, que proviene de C. mucosospermus de Africa occidental subsahariana
(Guo et al., 2013; Chomicki y Renner, 2015; Levi et al., 2017a), y cuarto, que se origind
y fue domesticado en el noreste de Africa (Paris, 2015). Un andlisis filogenético de
Citrullus (Chomicki y Renner, 2015), junto con datos genéticos, arqueoldgicos e
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histdricos (Paris, 2015) rechaza las dos primeras hipdtesis, dejando Africa Occidental y
Africa Nororiental. En un trabajo publicado recientemente se indica que el analisis
filogenético de secuencias de genes nucleares sugiere que el melén de carne blanca de
Sudan Kordophan es el pariente mas cercano de la sandia domesticada (Renner et al.,
2019). Los datos filogenomicos también sugieren que el melén egusi de Africa occidental,
C. mucosospermus, cultivado por sus semillas nutritivas y ricas en aceite (Achigan-Dako
et al., 2015), fue domesticado a partir de un acervo genético diferente al de la sandia.

Citrullus amarus, también denominado melon cidro del sur de africa, melén forrajero,
tsamma, mel6n en conserva, entre otros, se cultiva por su pulpa que se cocina o encurte
(Bush, 1978). Este taxon comprende cultivares antiguos y cultivares de melones de
conservacion y melones forrajeros (Jeffrey, 2001). Las formas primitivas crecieron en
Sudafrica, mientras que algunos cultivares se cultivan en los EEUU, en el sur de las
republicas de la CEl (Comunidad de Estados Independientes) y las islas de la Polinesia
(Hammer y Hammer, 2002). En Oriente Préximo, Asia Menor, el sur de Rusia y desde
Florida hasta Texas y hacia el norte hasta Carolina del Norte (EE. UU.) se encuentra como
mala hierba en los campos de melon, campos viejos, naranjales y bordes de carreteras
(Stephens, 2003). Citrullus amarus cruza facilmente con C. lanatus y con C.
mucosospermus. Sin embargo, existen grandes diferencias en las secuencias del genoma
de C. amarus cuando se compara con C. lanatus o C. mucosospermus (Guo et al., 2013).
Las poblaciones genéticas derivadas de estos cruces con C. amarus con estas especies
producen segregaciones sesgadas (no mendelianas) para la mayoria de las regiones
gendmicas (Levi et al., 2002), sugiriendo una mayor distancia genética con respecto a las
dos anteriores.

Citrullus mucosospermus, el melén egusi, crece en Africa Occidental, donde se
encuentran formas silvestres, semicultivadas y cultivadas por el aceite de sus semillas
(Jeffrey, 2001; Achigan-Dako et al., 2006; Dahl Jensen et al., 2011; Akusu y Kiin-Kabari,
2015), ha sido previamente clasificado como C. lanatus var. lanatus o como C. lanatus
subsp. mucosospermus (Fursa 1972). A pesar de la descripcion de Fursa (1981, 1983),
aun existen lagunas en el conocimiento de la morfologia de C. mucosospermus. Adjakidjé
(2006) en “Flore du Benin” no pudo distinguir entre melon egusi y sandia. Esto también
resulta de la inconsistencia notada en varias ediciones de Flora en Africa Tropical
Occidental (Hutchinson y Dalziel, 1954). De hecho, Citrullus mucosospermus y Citrullus
lanatus comparten secuencias gendmicas similares (Guo et al., 2013) y normalmente
hibridan entre si para producir una progenie altamente fértil (Levi et al., 2011). Sin
embargo, se han descrito excepciones dependiendo de la direccion del cruce (Fursa, 1983;
Gusmini et al., 2004). Otras especies relacionadas son la anual xerofitica C. rehmii (De
Winter, 1990; Jarret y Newman, 2000) y las plantas perennes C. ecirrhosus (Cogn.) y C.
naudinianus Sond. (Meeuse, 1962), pero quizas la cuarta especie mas importante del
género sea C. colocynthis. También conocida como manzana amarga, se cultiva por sus
numerosas propiedades medicinales y el aceite de sus semillas (Hussain et al., 2014). C.
colocynthis es originaria de los desiertos y las regiones semiaridas del norte de Africa y
del suroeste y Asia central, incluidas las islas del Mediterrdneo hacia el este hasta
Afganistan, Pakistan e India (Jeffrey, 1967; Burkill, 1985; Dane y Liu, 2007; Paris, 2015).

Como resultado de muchos afios de domesticacion y seleccion por la calidad deseable
del fruto, la mayoria de los cultivares modernos de sandia comparten una estrecha base
genética (Levi et al., 2017a;b). C. mucosospermus y C. amarus son fuentes valiosas de
resistencia a muchas enfermedades para C. lanatus, (Levi etal., 2017b). Por lo tanto, estas
especies tienen el potencial de proporcionar alelos valiosos para ampliar la base genética
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de la sandia y aumentar la resistencia a enfermedades y plagas en cultivares de élite, pero
también para la introgresion de alelos para otros caracteres de valor agronémico. Las
colecciones de germoplasma de sandia mantenidas en distintos lugares del mundo como
China, Sudéfrica, Zimbabue y el Sistema Nacional de Germoplasma Vegetal (NPGS) del
Servicio de Investigacion Agricola (ARS) del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA), son altamente valiosas para la mejora de C. lanatus y la puesta
en valor de las especies de cultivo regional que pueden aportar valores afiadidos como el
contenido en antioxidantes (Martinez et al., 2021).

2.1.2.2. Clasificacién taxonémica

De acuerdo con el Integrated Taxonomic Information System (ITIS,2021) la
taxonomia de la especie C. lanutus, C. mucosuspermus y C. amarus es de la siguiente
manera:

Tabla 4. Taxonomia de la sandia

Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae

Infrareino: Streptophyta

Superdivisién: | Embryophyta

Division: Tracheophyta

Subdivision: | Spermatophytina

Clase: Magnoliopsida

Superorden: | Rosanae

Orden: Cucurbitales

Familia: Cucurbitaceae

Género: Citrullus Schrad. ex Eckl. & Zeyh.
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &

) Nakai

Especies: Citrullus amarus Schrad.

Citrullus mucosospermus (Fursa) Fursa

2.1.2.3. Usos y valor nutricional

Como ya se ha mencionado, ademas del fruto de C. lanatus, distintas especies del
género son cultivadas por sus frutos y por sus semillas. De la sandia se aprovechan
principalmente sus frutos que son ricos en azlcar, muy refrescantes y de bajo valor
caldrico. Las semillas, como las de otras cucurbitaceas, son ricas en aceite comestible o
de usos industriales rico en acido linoleico (40-60%), oleico (10-20%) y palmitico (O-
10%). Estas semillas pueden consumirse tostadas y son una buena fuente de proteinas y
minerales (Robinson y Decker, 1997). En C. amarus, los frutos se utilizan como pienso
para el ganado y ocasionalmente también como pienso para cerdos, con menos frecuencia
para la preparacion de cascara de cidra o para la produccion de pectina (Laghetti y
Hammer, 2007). También se encuentra como malas hierbas en pinares y otros campos
(Grichar et al., 2001; Hall et al., 2004). C. colocynthis y C. mucosospermus son cultivados
por los aceites de sus semillas (Levi et al., 2017a). Valores aproximados de vitaminas y
minerales de C. lanatus se muestran en la Figura 8 (Moreiras et al., 2013; Valero et al.,
2018).
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Figura 8. Valor nutricional y mineral de C. lanatus. (Elaboracion propia a partir de
Moreiras et al., 2013 y Valero et al., 2018).

2.1.2.4. Descripcion morfologica

C. lanatus es una especie anual, monoica, herbacea, sin tronco, de tallos o guias
tiernas, blandos, flexibles, rastreros que pueden alcanzar 4 a 6 metros de largo, provistos
de zarcillos bifidos o trifidos (Figura 9G) , por medio de los cuales puede tener habito
trepador. El desarrollo aéreo de la planta parte del brote principal y no es hasta que
aparecen de 5 a 8 hojas bien desarrolladas cuando emergen otros brotes. Cuando la planta
se ha desarrollado completamente, emergen los brotes terciarios y asi sucesivamente hasta
alcanzar superficies de 4-5 m?. Las hojas son pinnado-partidas (Figura 9D) y estan
divididas en tres-cinco lébulos y estos a su vez se dividen en segmentos redondeados. El
haz de la hoja es liso y el envés aspero y recubierto de pilosidades (Reche, 2000).

El sistema radicular de la sandia presenta una raiz principal mucho méas desarrollada
que las secundarias que se localizan superficialmente de modo amplio. Este érgano del a
planta carece de importancia hoy dia ya que la parte area de la sandia es injertada sobre
patrén C. maxima x C. moschata (Camacho, 2003).

La flor de la sandia es de color amarillo, solitaria, pedunculada y axilar que atrae a
los insectos por su color, aroma y néctar. La planta de sandia es monoica, es decir
coexisten en el mismo pie las flores masculinas o estaminadas (Figura 9F) y las femeninas
o pistiladas (Figura 9E). La diferenciacién de sexos es relativamente facil ya que la flor
femenina pose un ovario infero recubierto de pilosidades. La flor femenina aparece en el
brote principal y en los brotes secundarios y terciarios. La primera flor femenina aparece
en la axila de la 7-10 hoja del brote principal y luego por cada 4-5 flores masculinas
aparece una flor femenina (Camacho, 2003; Reche, 2000). Ademas, existe correlacién
entre el nimero de tubos polinicos germinados y el tamafio del fruto (Maroto et al., 2002).
Existen cultivares trimonoicos de sandia en los que conviven flores masculinas,
femeninas y hermafroditas (Manzano et al., 2016; Aguado et al., 2020). Ademas C.
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naudinianus se ha descrito como especie dioica (Renner et al., 2017). El fruto es una baya
globosa u oblonga en peponide, con placenta carnosa y epicarpio quebradizo, con colores
tanto de pulpa como de corteza muy variados (Figura 9A y B). Hay variedades con corteza
de color verde oscuro, verde claro, amarillo o franjas de color amarillo o verde sobre
fondos verdes. La pulpa, por su parte, adquiere pigmentaciones rojas, rosadas o amarillas
(Camacho, 2003; Reche, 2000). El tamafio del fruto oscila desde los dos a los veinte
kilogramos, aunque la tendencia actual es hacer frutos mas pequefios que puedan ser
consumidos de una vez. El tamafio del fruto esta directamente relacionado por el nimero
de frutos por planta, debido a que todos los fotoasimilados de la misma deben ser
repartidos entre todos los frutos (Mejias, 2004). El fruto es climatérico, con gran
contenido de agua, mayor a un 90%, y sabor dulce (10-14°Brix (Maynard, 2001; Wehner
et al., 2001; Crawford, 2017). Las variedades autoctonas primitivas de C. lanatus tienen
un bajo contenido de azlcar y podrian ser una valiosa fuente de compuestos bioactivos,
como la citrulina, flavonoides y carotenoides, como el a- y el B-caroteno o el licopeno
(Davis et al., 2007).

Las semillas (Figura 9C) son de tamafio variable en funcion de la variedad y suelen
ser de color blanco, negro o marrén. Estan distribuidas por toda la pulpa, a diferencia del
melon en el que se encuentran dispuestas en la cavidad central. Las semillas son
aplastadas, ovoides, duras y con el doble de anchura que de longitud (Camacho, 2003;
Reche, 2000). Por ultimo, el tiempo de germinacion sera menor si las semillas son
diploides, seguidas de las tetraploides y por Gltimo las triploides. C. mucosospermus, el
melon 'egusi’ se cultiva para el consumo de las semillas, la Gnica porcién comestible; la
pulpa de la fruta en estos cultivares suele ser demasiado amarga para el consumo humano
(Burkill, 1995; van der Vossen et al., 2004; Achigan Dako et al., 2008a).

Achigan-Dako et al. (2015) estudiaron la diversificacion de Citrullus, incluyendo C.
mucosospermus, C. lanatus, C. amarus y C. colocynthis. Los marcadores morfoldgicos
que utilizaron para caracteres de la hoja, el fruto y de la semilla (tamafio de la hoja y del
del fruto, el color y el sabor de la pulpa, el tamafio de la semilla y el color de la semilla)
confirman la gran diversidad inter e intraespecifica. Aunque se observa variacion en la
longitud y anchura de la hoja, no hay una diferenciacion clara entre las especies. Si se
observa variacién en el peso del fruto intraespecifica, pero también entre especies. Los
frutos grandes son tipicos de C. lanatus, mientras que C. mucosospermus presenta un
tamanio de fruto entre pequefio y mediano. El sabor de la carne es casi siempre amargo en
C. mucosospermus y C. colocynthis, mientras que C. lanatus es dulce o neutro en el caso
de accesiones de carne no roja. El color de la carne es, en la mayoria de los casos, rojo en
C. lanatus y puede volverse amarillo-naranja y, raramente, blanco (Maggs-Kolling et al.,
2000; Solmaz y Sar1 2009; Solmaz et al., 2010; van der Vossen et al., 2004). Sin embargo,
en las demas especies predomina el color blanco de la carne (Achigan-Dako et al., 2015)
(Figura 9B). También encontraron variacion en el tamafio y forma de las semillas. El peso
y el area de las semillas vari6 entre especies, con mayor valor en C. mucosospermus. En
C. lanatus el tamafio de las semillas varia de pequefio a mediano. En cuanto al color de
las semillas, en C. lanatus va de negro a amarillo-naranja, con un bajo porcentaje de color
oscuro. C. mucosospermus tiene mayoritariamente semillas con tegumento amarillo con
un borde negro o blanquecino y en C. colocynthis el color predominante fue amarillo-
naranja, seguido de gris-marrén y naranja-gris. Por Gltimo, las semillas de C. amarus
presentan color amarillo-naranja o grisaceo.
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Figura 9. Partes de una planta de Citrullus: A. Parte externa del fruto. B. Parte interna
del fruto. C. Semillas. D. Hoja pinado-partida. E. Flor femenina. F. Flor masculina. G.
Zarcillos. (Elaboracion propia).

2.1.2.5. Morfotipos de las especies cultivadas

La sandia es la especie méas cultivada del género, no obstante existen otras de
importancia local o regional. Las especies cultivadas son (Figura 10):

(1) Citrullus lanatus ((Thunb.) Matsum y Nakai,).
(2) Citrullus colocynthis (L.) Schard

(3) Citrullus amarus. Clasificada durante afios como C. lanatus var. citroides
(Levi et al., 2017D).

(4) Citrullus mucosospermus. Considerada por algunos autores como subspecie
de C. lanatus (Levi et al., 2017b).
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Citrullus lanatus

Citrullus mucosospermus

— Citrullus amarus

— Citrullus ecirrhosus

L Citrullus rehmii

Citrullus cococythis

Figura 10. Especies cultivadas del género Citrullus.(Elaboracion propia a partir de
Renner et al., 2019; 2017).

La mejora en sandia se ha centrado en caracteristicas morfoldgicas (tamafio y forma
del fruto, color de la pulpa, color y patrén de la cascara, grosor y firmeza de la cascara y
tamafo de semilla), en su calidad (perfil de azucares) y en la resistencia a enfermedades,
y plagas desarrollandose variedades e hibridos (F1) con las caracteristicas deseadas. El
gran surtido de variedades comercializadas hoy en dia, son hibridos F1 obtenidos por
mejora genética tras el cruzamiento y seleccidon de materiales de interés. Los hibridos F1
derivan del cruce de dos variedades distintas. Se consigue asi que las semillas resultantes
de la planta madre que da lugar a una descendencia homogeénea Unicamente durante el
primer afio (F1). Esta homogeneidad se rompe los afios siguientes por recombinacion
genética (en la generacion segregante F2).

Diversas empresas de semillas nos ofrecen aproximadamente sesenta y cinco
variedades diferentes de sandia, en el Sureste Peninsular se cultivan aproximadamente
ocho-diez variedades (Camacho, 2003). Para estas diez variedades podemos hacer
grupos:

» Variedades de corteza verde oscuro “tipo Sugar Baby”.
» Variedades de corteza rayada “tipo Crimson”.

Las sandias minis sin pepitas son una innovacién que ha ido ganando mercado en los
ultimos afos debido a la comodidad de su tamafio.

Genéticamente las sandias pueden ser:

* Diploides. Son las variedades mas tradicionales. Producen semillas oscuras de
consistencia lefiosa.
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* Triploides. No producen semillas viables. Derivan del cruce entre una variedad
tetraploide (4n) y otra diploide (2n) dando como resultado una semilla hibrida (triploide,
3n) estéril que no produce semillas. Por este motivo deben cultivarse junto a variedades
diploides, que actuan como polinizadoras, para que las flores puedan ser fecundadas y
den produccion.

Segun la forma de sus frutos encontramos:

* Frutos redondos. Con corteza de color verde oscuro o negro, son los ejemplares mas
cultivados. Destacan: Sugar Baby, Crimson Sweet, Resistent, Dulce Maravilla, Sweet
Marvell y Early Star, entre las méas conocidas y cultivadas en la cuenca Mediterranea.

* Frutos alargados. Con corteza verde con bandas claras u oscuras. En Espafia apenas
se cultivan. Destacan los tipos Charleston Gray, Klondike, y Dumara, o combinaciones
entre ellos.

Predomina cada vez mas el cultivo de variedades triploides. Tienen semillas tiernas
de color blanco que pasan desapercibidas al comer. Destacan las de piel rayada como
Reina de Corazones, Boston, Motril, Trix Paula, Estel Deluxe, Reina Linda, Torera etc.
dan lugar a frutos de gran calibre. En los Gltimos afios se ha incrementado la produccion
de sandias de piel negra triploides predominando Fashion.

2.2. Variabilidad natural: conservacion de recursos fitogenéticos

Los recursos fitogenéticos estdn constituidos por colecciones de variedades
cultivadas y variedades recién obtenidas, variedades en desuso, razas locales y primitivas,
especies silvestres y estirpes genéticas especiales (Cubero, 2013). Existen diversas
posibilidades de conservacion de estos recursos. Uno de los mejores sistemas de
conservacion ex situ son los bancos de germoplasma. En la actualidad, gran parte de estos
bancos estan destinados a la conservacion de especies con interés agroalimentario. Los
bancos de germoplasma pueden ser colecciones de semillas, de plantas vivas, de tejidos
vegetales cultivados in vitro, de polen, o de ADN. Los bancos de germoplasma y las
colecciones son sistemas de conservacion ex situ consistentes en un conjunto de diferentes
accesiones o entradas de una especie (para designar a cada muestra diferente dentro de
una coleccion se utiliza el término “entrada”, aunque es frecuente también el empleo del
anglicismo “accesion”). Se consideran bancos de germoplasma a aquellas colecciones de
cierta envergadura, que sean referente de la especie y generalmente localizadas en
organismos publicos, donde se garantice la continuidad y la disponibilidad para su
investigaciéon y uso. La mayoria de los bancos de germoplasma tiene el mandato de
distribuir germoplasma a los usuarios (Kameswara, 2007). Existen alrededor de 1600
bancos de germoplasma, algunos de los mas importantes son el banco del Instituto
Vavilov, en San Petersburgo (N.I. Vavilov Institute of Plant Industry, VIR), el del Institut
fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK), en Gatersleben, la red de
informacion de los recursos de germoplasma (GRIN), del departamento de agricultura de
los Estados Unidos (USDA) y los del Grupo Consultivo para la Investigacion Agricola
Internacional (GCIAI). En Espafa existe el CFR (Centro de Recursos Filogenéticos)
creado en 1993 como centro de conservacion de colecciones base de semillas y como
centro de documentacion de los recursos fitogenéticos de la red, realizando ademas las
actividades correspondientes a la gestion del germoplasma depositado.

Dentro de las alternativas que tienen los bancos de germoplasma para la conservacion
de los recursos fitogenéticos, la técnica mas extendida es la de los bancos de semillas,
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esto es debido a la facilidad de almacenamiento y manipulacion, pues en poco espacio
pueden conservarse cantidades enormes de individuos vivos durante prolongados
espacios de tiempo (Maxted et al., 1997). Por un lado, las semillas son unidades adaptadas
aladispersion en el tiempo y, por tanto, capaces en la mayoria de los casos de permanecer
viables, de forma natural, durante largos periodos de tiempo (Chin, 1994). En segundo
lugar, el pequefio tamafio de las semillas, unido a la posibilidad de que cada una de ellas
posea una constitucion genética diferente, asegura la conservacion de una gran diversidad
genética en un espacio reducido (Iriondo y Pérez, 1999). Normalmente los bancos estan
organizados en dos grandes colecciones: una primera de conservacion a largo plazo,
denominada coleccién base, y una segunda para el trabajo cotidiano del banco, la
coleccion activa. Aunque el almacenamiento en bancos de germoplasma esta
universalmente aceptado como parte integral de los programas de conservacion de plantas
silvestres, las muestras de semillas de plantas silvestres almacenadas en bancos de
germoplasma suponen menos del 2 % del total de germoplasma almacenado, destinado
esencialmente a plantas cultivadas (Iriondo, 2001).

En este TFM se empleara los recursos de conservacion procedentes del USDA-GRIN.
Esta coleccion contiene alrededor de 1.453 accesiones de las siete especies de Citrullus,
con numerosas Vvariedades autdctonas y primitivas recogidas a lo largo de mas de 75 afios
(Levi etal., 2017a). La coleccion de Citrullus ha sido evaluada en cuanto a su resistencia
a las principales enfermedades y plagas de la sandia. de la sandia. Muchas accesiones Pls
(Plant Introduction) han sido seleccionadas para la mejora genética de distintos caracteres
y han demostrado ser Gtiles en estudios genéticos para estudiar la herencia de distintos
caracteres y también para el estudio de la taxonomia y la evolucion de Citrullus (Reddy
etal., 2014a, b; Levi etal. 2013; 2017a). La coleccion de Cucurbita es también destacable
y cuenta con 1.766 accesiones y representan la variabilidad presente en los cinco
continentes (ver Material y Métodos). Un valor afiadido de esta coleccion es son los
trabajos de re-secuenciaciéon sobre distintas accesiones que se esta realizando en los
ultimos afios (Wu et al., 2019: Guo et al., 2019) y que suponen una fuente de informacion
con la que contrastar los datos fenotipicos. Estos resultados apoyan los datos gendémicos
disponibles previamente, tanto C. lanatus, como C. pepo y C. maxima, especies objeto de
interés en este TFM, cuentan con genomas de referencia (Guo et al., 2013; Montero-Pau
etal., 2017; Sun et al., 2017).

2.3. Analisis de la diversidad genética a escala gendmica
2.3.1. Analisis de asociacion del genoma (GWAS)

Los avances en las tecnologias de secuenciacion de préxima generacion y los
sistemas de genotipado de alto rendimiento han revolucionado el campo de la gendémica
de plantas, lo que ha llevado a una fécil disponibilidad de miles de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP) para la mejora genética y estudio de especies cultivadas (Lado,
2012). Los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS), son una herramienta que
permite utilizar gran namero de accesiones y los SNPs de todo el genoma para estudiar
la asociacion entre caracteres y regiones del genoma gue las regulan. EI GWAS ha surgido
como un enfoque alternativo para el mapeo de QTL biparental en varios cultivos. GWAS
parte de un enfoque de genética de poblacién para realizar analisis de asociacion entre la
variacion fenotipica y los SNPs de todo el genoma en accesiones, con mayor resolucion
que los analisis de poblaciones biparentales (Rafalski, 2010; Zhang et al., 2010). GWAS
puede identificar los factores genéticos que determinan las variaciones fenotipicas del
conjunto genético de multiples accesiones, lo que indica que se pueden identificar
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multiples regiones relacionadas con varios mecanismos moleculares implicados en las
variaciones fenotipicas (Nakano, 2020).

En contraste con el mapeo genético que usa progenie biparental, no hay necesidad de
desarrollar una poblacion de mapeo (como una F2) para GWAS, porgue esta estrategia
es detectar las regiones gendmicas asociadas usando los eventos histérico-naturales de
recombinacion entre las accesiones (Nakano, 2020). Ademas, una vez que se dispone de
la informacion genotipica de las accesiones, esta se puede usar para realizar analisis
GWAS para distintos caracteres, lo que lleva a una diseccion rapida del control de
distintos caracteres con valor agronémico. Por tanto, si bien los avances en la tecnologia
de secuenciacion para generar marcadores SNPs distribuidos en todo el genoma han
facilitado la implementacién de GWAS, el fenotipado de un gran nimero de accesiones
sigue siendo un cuello de botella para GWAS en plantas (Korte y Farlow, 2013).

Mientras que el anélisis de QTLs se basa en el desequilibrio de ligamiento (LD)
detectado a través del genotipado y fenotipado de diversos individuos de una misma
poblacion. Generalmente, un GWAS infiere estas asociaciones a través de una prueba de
hipétesis con diferentes pruebas estadisticas. Estas pruebas o métodos estadisticos se han
implementado para controlar factores que pueden alterar los resultados. Los principales
son la estructura de la poblacidn y las relaciones cripticas entre accesiones (Marees et al.,
2018). La estructura de la poblacion ocurre cuando se observa estratificacion de la
poblacién debido a la existencia de subpoblaciones dentro de la poblacién principal, y las
distintas subpoblaciones tienen asociado un fenotipo en particular. Dicho de otra manera,
el fenotipo no varia dentro de las accesiones de una subpoblacion. La estructura de la
poblacion y las relaciones cripticas conducen a la identificacion de falsos positivos en el
analisis GWAS. Mientras que las relaciones fuertes entre individuos también conducen a
estimaciones sesgadas debido al error de los efectos de cada SNP (Marees et al., 2018).
Un ejemplo de la importancia de la estructura poblacién es presentado en el andlisis de
las 1.234 accesiones de la coleccion de pepino del USDA. Las accesiones del este de Asia
se encontraban claramente separadas de las accesiones del sur de Asia e India, mientras
que una gran parte de las accesiones procedentes de Europa, América del Norte, Africa,
Turquia y Asia Central/Occidental mostraron una mezcla genética, mientras que la
mayoria de las accesiones de Asia Oriental tenian un fondo genético homogéneo (Wang
et al.,, 2018). Para afrontar estos problemas se estiman las matrices de distancia
(Multidimensional Scalling, MDS) y Kinship.

El desarrollo de la técnica GWAS ha conducido, en los ultimos afios, al desarrollo de
métodos de analisis que incluyen estas correcciones, el método GLM (General Lineal
Model) estima las distancias entre las accesiones empleando la matriz de genotipado para
ponderar la estratificacion de la poblacion y el método MLM (Mixed Lineal Model)
estima ademas la matriz Kinship que pondera las relaciones entre accesiones. La seleccion
de un método u otro para el analisis GWAS se puede realizar a través del ajuste del grafico
QQ (se presenta a continuacion). En general, se utilizan tres graficos para la visualizacion
de resultados (Koh, 2015):

e Grafico de Manhattan: grafico de dispersion que muestra los p-valores en la escala
—log 10 (p) frente a la posiciébn gendmica de los SNP y sus numeros de
cromosomas. Los picos mas altos corresponden a valores p pequefios (y mayor
significacion estadistica) e indican que la region gendmica correspondiente tiene
una fuerte asociacion con el carécter.
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e Grafico de cuantiles-cuantiles (QQ): grafico que se utiliza para evaluar la bondad
del modelo utilizado (GLM o MLM) en el GWAS. Compara para cada SNP el p-
valor observado y el esperado. Es més probable que los SNP en la seccion superior
derecha del gréfico se desvien de la diagonal estén asociados con el caracter de
estudio. De forma que si el nimero de SNPs que se desvian positivamente es muy
alto puede existir sobreestimacion de los SNPs asociados, y si el ajuste de los SNP
se sitla por debajo de la linea diagonal puede indicar una subestimacion (ver
Material y Métodos). El anélisis del grafico QQ conduce a la seleccion del método
adecuado de anélisis y, por tanto, a los SNP con mejor asociacion al caracter.

e Grafico de componentes principales (PC): método para estimar el efecto de la
estructura de la poblacién mediante el analisis de datos multivariados en términos
de estructura de covarianza de los datos.

El primer andlisis GWAS fue realizado en humanos con gran éxito (Klein et al.,
2005), posteriormente se extendio su uso a animales y plantas. Un gran nimero de analisis
GWAS han sido realizado en los principales cultivos de importancia mundial asociados
a caracteristicas agronomicas de importancia, como resistencia a enfermedades y
tolerancia a estrés biodtico y abiodtico (Brachi y Borevitz, 2011). La identificacion de
asociaciones marcador-caracter proporciona informacion sobre la ubicacién de las
regiones gendmicas asociadas con el control genético de los caracteres de interés
(Camargo, 2017). Se han realizado numerosos analisis con éxito en cucurbitaceas como
la sandia, para caracteres del fruto (Guo et al., 2019), para caracteres de determinacion
del sexo (Aguado et al., 2020) y también en pepino para la identificacion de regiones de
interés para la resistencia a enfermedades (Wang et al., 2018)

2.4. Caracteres de mejora en cucurbitaceas

Uno de los factores que preocupa a los mejoradores en Cucurbita es el control
genético de la floracion. Ha sido identificado un gen Unico para la expresion sexual
ginoica (G) en C. foetidissima, aunque por el momento no se ha transferido a los
calabacines cultivados (Kole, 2011). Por otra parte, hay cuatro genes que controlan la
esterilidad masculina, dos para C. pepo y dos para C. maxima. Estos genes no pueden ser
utilizados en la actualidad ya que no se dispone de marcadores moleculares ligados.
Ademas, hay dos genes de esterilidad total, uno en C. méxima y otro en C. pepo (Kole,
2011). Ademas de estos genes, el sistema de determinacion del sexo, para la produccion
de flores femeninas, masculinas y hermafroditas se conoce bastante bien en mel6n, pepino
y cada vez més en calabacin y sandia. En estas cuatro especies el etileno juega un papel
fundamental en la induccion de la produccién de flores femeninas (Boualem et al., 2008;
2009; 2015; Chen et al., 2016; Martinez et al., 2014; Martin et al., 2009; Manzano et al.,
2016; Garcia et al., 2020a;b).

En cuanto a la resistencia a enfermedades viricas y fangicas, el oidio es la mas
ampliamente distribuida y devastadora en calabacin. Aunque hay cultivares que presentan
alguna resistencia a la enfermedad (C. moschata y C. pepo) la fuente de resistencia
procede de una transferencia interespecifica inicial desde C. okeechobeensisi en C.
moschata y posteriormente a C. pepo. Algunos estudios han demostrado que el gen Pm-
1 es el Unico que confiere resistencia al odio y es por ello por lo que se han identificado
marcadores moleculares tipo SSR (Simple Sequence Repeats) ligados a ambos lados del
gen localizados a distancias de 5,2 y 8,7 cM respectivamente (Kole, 2011; Zhang, 2013)
gue estan siendo utilizados en programas de mejora.
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Por otra parte, la podredumbre de cuello, raices y frutos causadas por el
humedecimiento de la planta causado por Phytophthora capsici parece estar controlada
por tres genes dominantes En cuanto a otras enfermedades y virus, desde especies
silvestres han sido transferidas resistencias a diversos virus (Kole, 2011). Una fuente de
resistencia para multiples enfermedades viricas de C. pepo ha sido C. moschata, maltiples
accesiones de la variabilidad natural han resultado resistentes, entre ellas se han detectado
resistencias al virus TOLCNDV, que ha generado muchas perdidas en esta especie en los
ultimos afios (Séaez et al., 2020; Romero-Masegosa et al., 2021).

En cuanto a la forma, color y aspecto general de fruto, los mejoradores continuamente
buscan genes que controlen estos caracteres con el objetivo de obtener variedades que
duren en buen estado més tiempo y que tengan la forma, sabor y color del calabacin
comercial. Existen ya casas de semillas que han conseguido cultivares en los que se ha
reducido los tricomas en tallos y peciolos evitando asi la abrasion del fruto (Kole, 2011).
Los mejoradores buscan genes en variedades silvestres que controlen el brillo, el tiempo
de duracidn de la calidad del fruto: la ausencia de pelos finos y duros en los tallos, todos
los esfuerzos por ofrecer un fruto de mayor calidad, que aguante mas tiempo y sea mas
cémodo tanto para el manejo del agricultor como para el transporte a grandes distancias.
También es interesante la partenocarpia por la dificultad de polinizacion y fecundacion
(Kole, 2011).

El tamafio de las semillas es un objetivo de seleccidn en la mejora de las sandias,
calabacines y calabazas, tanto si se desea una semilla bien formada para favorecer el
desarrollo de la planta, como si el objetivo es obtener semillas de las que extraer aceites
(Prothro et al., 2012; Meru et al., 2018; Achigan-Dako et al., 2008b; Mogotlane et al.,
2018; Fruhwirth et al., 2007; Seo et al., 2005; Paris y Nelson, 2003). El color de las
semillas puede estar relacionado con el contenido en compuestos antioxidantes, tal y
como se ha observado para la pulpa de los frutos en Cucurbita spp. y C. lanatus
(Murkovic et al., 2002; Yoo et al., 2012). De hecho, de ambos grupos taxonémicos se han
realizado trabajos que demuestran la importancia de la semilla en relacion al contenido
en antioxidantes (Mogotlane et al., 2018; Seo et al., 2005).

Hasta la fecha se han detectado hasta 61 Quantitative trait loci (QTLS) en poblaciones
segregantes de sandia asociados al tamafio de la semilla (Guo et al., 2020). Mientras que
en Cucurbita spp. se han detectado 16 QTLs en 7 grupos de ligamiento (Tan et al., 2013;
Wang et al., 2020). De igual forma se han detectado QTL de interés para caracteres de la
semillaen mel6ny en pepino (Guo et al., 2020). Entre los distintos QTLs, cuatro de sandia
(CISS2.2, CISS6.1, CISS6.2 y CISS8.2), dos de pepino (CsSS4.1 y CsSS5.1) y uno de
melén (CmSS11.1) eran QTLs mayores para el tamafio y el peso de las semillas. El
analisis de sintenia indica que estos QTL de efecto mayor se localizaron en regiones
sintéticas en los genomas de las distintas especies, lo que indica conservacion estructural
y funcional de algunos genes importantes para el control del tamafio de las semillas. La
anotacion indica que familias de proteinas zinc finger y ubiquitina-proteina ligasa E3 son
importantes para el tamafio de las semillas (Guo et al., 2020).

También se ha estudiado el color de la semilla tanto en Citrullus spp. (principalmente C.
lanatus), como en C. maxima (Paudel et al., 2019; Li et al., 2020; Shi et al., 2021). El
control genético del color de la semilla es conocido mejor en sandia, en esta especie se
han identificado cuatro genes R/r, T/t, W/w y el modificador D/d, que sélo actla cuando
alelos dominantes de los otros genes estan presentes (Paudel et al., 2019). La combinacién
de estos loci da lugar a la formacién de un color u otro de testa: negro (RTWD), negro
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punteado (RTWd), verde (rTW), bronce (RtW), mezcla (RTw), rojo (RTw), blanco de punta
bronce (Rtw) y blanco punta rosa (rtw) (Paudel et al., 2019). Los avances realizados en
secuenciacion en los ultimos afios y estudios de mapeo realizados previamente han
permitido determinar distintas regiones genomicas en las que se localizan estos loci. Los
genes R/r, T/t, W/w y D/d han sido mapeados en los cromosomas 3, 5, 6, y 8 del genoma
de sandia respectivamente (Paudel et al., 2019; Li et al., 2020). Asimismo, una regién
situada en el cromosoma 15 del genoma de C. maxima ha sido detectada en el analisis de
poblaciones segregantes (Shi et al., 2021).

La disponibilidad de informacion genémica generada en los Ultimos afios en estos
grupos taxondémicos permite un nuevo enfoque para detectar regiones del genoma
implicadas en los caracteres de interés. La caracterizacion de accesiones para el peso,
colory presencia de hilio de la semilla permitira, junto a los datos genémicos disponibles,
realizar estudios de asociacion (Genome Whole Association Study, GWAS) (tiles para
descubrir regiones de interés, marcadores y accesiones con valor para la mejora genética.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal

El Departamento de Agricultura de EE. UU (USDA) mantiene una coleccion de 1.453
accesiones de Citrullus spp. y mas de 1.766 de Cucurbita spp. Entre las accesiones de
Citrullus spp. destacan 1.239 de Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai, 132
accesiones de C. amarus Schrad., 52 de Citrullus mucosospermus (Fursa) Fursa, ademas
conservan diferentes accesiones de las especies Citrullus colocynthis (L.) Schrad.,
Citrullus ecirrhosus Cogn., Citrullus naudinianus (Sond.) Hook. f. y Citrullus rehmii De
Winter. Las especies del género Cucurbita mejor representadas en la coleccion son:
Cucurbita pepo L. (724), Cucurbita maxima Duchesne (528), Cucurbita moschata
Duchesne (278), Cucurbita argyrosperma C. Huber (135 accesiones), Cucurbita
foetidissima Kunth (30), Cucurbita lundelliana L. H. Bailey (9), Cucurbita
okeechobeensis (Small) L. H. Bailey (8), ademas la coleccion incluye otras especies como
Cucurbita pedatifolia L. H. Bailey, Cucurbita cordata S. Watson y Cucurbita digitata A.
Gray. Estas accesiones representan la diversidad de ambos géneros, tanto en su
representacion por especie como por su origen geografico. Las accesiones de Citrullus
spp. proceden de los cinco continentes con maxima representacion de su origen de
diversificacion (Africa) y centros secundarios o regiones con importancia econémica,
como Turquia, China y EEUU (USDA, 2021). De igual manera, las accesiones de
Cucurbita spp. de este banco de germoplasma han sido recolectadas en diferentes
regiones geograficas principalmente en Centroamérica, origen principal de
diversificacion, seguida por Sur y Norteamérica, Europa (principalmente Espafa), Asia,
Africa y Australia. Esta variabilidad se traduce en una gran diversidad fenotipica y
genética (Levi et al., 2013; Nimmakayala et al., 2014) y representa un recurso valioso
para la mejora genética de maltiples caracteres de los cultivares de sandia y calabacin
actuales (Wu et al., 2019).

Para el desarrollo del TFM se han seleccionado accesiones de estas dos colecciones
de cucurbitaceas del banco de germoplasma del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA), con un total 623 accesiones de Cucurbita pepo, 182 Cucurbita
maxima, 53 Citrullus amarus, 621 Citrullus lanatus y 39 Citrullus mucosospermus. La
seleccion se realiz6 en base a la informacion disponible en GRIN-GLOBAL (USDA,
2021), priorizando la disponibilidad de datos gendmicos de la accesion y atendiendo a
caracteristicas disponibles de la semilla (tamafio y color). Se seleccionaron accesiones de
Citrullus spp. y Cucurbita spp. que incluyeran diferentes tamafios, pesos y color para
poder estudiar las regiones del genoma implicadas en estos caracteres.

3.2. Datos gendmicos
3.2.1. Genomas de referencia

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva ha permitido la generacion
de genomas de referencia de utilidad para los andlisis de asociacion, QTL, seleccién de
marcadores, etc. en el marco de la mejora de caracteres de interes agronomico. Entre las
cucurbitaceas cultivadas se han desarrollado genomas de referencia para C. melo, C.
sativus, C. lanatus, C. pepo, C. maxima, C. moschata, ademas de para otras especies de
menor importancia econdmica. En el caso de C. lanatus se dispone de dos genomas de
referencia de las variedades 97103 (de origen chino) y Charleston Gray (Figura 11),
principal cultivar estadounidense (Levi et al., 2001) caracterizado por frutos de gran
tamano, forma elipsoidal, endocarpio rojo rosado y epicarpio verde claro que junto con
el mesocarpio le confiere resistencia a las roturas y una larga vida postcosecha (Yong y
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Gou, 2016). Ademas, esta variedad cuenta con resistencias a enfermedades radiculares,
asi como al marchitamiento por Fusarium y antracnosis. Charleston Gray es el genoma
de referencia empleado para el mapeo de resultados derivado de las 1.365 accessiones
secuenciadas en el que se basa el desarrollo de este TFM. Este genoma ha sido
recientemente re-secuenciado y ensamblado de novo (Wu et al., 2019). Esta
secuenciacion se realiz6 empleando tecnologia Illuminay dio lugar a un genoma de 396.4
Mb, que representa el 94.6% del genoma, anclado a 12 pseudomoléculas y 23.440 genes
que codifican para proteina (Guo et al., 2013).

Epicarpio

Mesocarpio

Endocarpio

- _/

Pericarpio

Figura 11. Partes del fruto de Charleston Gray. (Esquema de elaboracion propia, imagen
(Seed gallery, 2021)).

Las especies del género Cucurbita cuentan con genomas duplicados y los dos
subgenomas que han conservado un numero similar de genes (Sun et al., 2017). El
genoma de C. maxima, secuenciado sobre la variedad Rimu, tiene un tamafio de ~387 Mb
ancladas en 20 pseudomoleculas y 32.076 genes codificantes (Sun et al., 2017). El
genoma de C. pepo ha sido desarrollado sobre la variedad MUCUL16, una variedad del
morfotipo Zucchini de color verde. El ensamblado dio lugar a una secuencia de 263 Mb,
que se estima cubre el 93% del genoma, anclado en 20 pseudomoleculas. En este genoma
se han identificado por técnicas bioinformaticas 28.870 genes condificantes (Montero-
Pau et al., 2018).

3.2.2. Secuenciacion de accesiones y obtencion de variantes

Este trabajo pretende emplear la informacion genomica disponible de estos dos
géneros para estudiar qué regiones gendmicas son relevantes en caracteres de interés de
la semilla. Los datos gendmicos provienen de CuGenDB (http://cucurbitgenomics.org/),
teniéndose 1.516 accesiones de Cucurbita spp. de las cuales 830 pertenecen a C. pepo y
372 a C. maximay 1.365 accesiones del género Citrullus genotipadas por Genotyping by
Sequencing (GBS), todas ellas pertenecientes al banco de germoplasma del Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (USDA).

El genotipado por secuenciacion (GBS, Genotyping by Sequencing) se basa en la
Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS) de datos gendmicos obtenidos a partir de los
lugares de corte de enzimas de restriccion (RE). Por lo que el primer paso consiste en la
creacion de bibliotecas de secuenciacion. Para ello el ADN gendmico se somete al corte
por enzimas de restriccion. Se emplean una o dos enzimas con el proposito es reducir la
complejidad del genoma y eliminar regiones repetidas o poco informativas, obteniendo
asi informacion suficiente a la vez que se reducen costes (Elshire et al., 2011). Por tanto,
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la cobertura del genoma y las variantes que se detectan por GBS no cubren el 100% del
genoma.

El ADN de cada una de las accesiones que se quieren analizar se somete a este
procedimiento. El siguiente paso consiste en incorporar un adaptador a cada muestra, que
actia como cédigo de barras permitiendo que las muestras (accesiones) puedan ser
identificadas de manera individual y posibilitando el analisis simultaneo. Posteriormente
se realiza una amplificacion y secuenciacion, obteniéndose las secuencias de ADN que
seran analizadas mediante técnicas bioinformaticas. Esta técnica es adecuada para
estudios de poblacion, caracterizacion de germoplasma, seleccion genémica y mapeo
genético (Elshire et al., 2011).

Las secuencias resultantes se someten a tratamiento informatico para eliminar los
adaptadores y mapear las lecturas derivadas contra un genoma de referencia. En el caso
de las accesiones de Citrullus spp. el genoma de Charleston Grey (Wu et al., 2019). En el
caso de las accesiones de Cucurbita spp. se han empleado los genomas de referencia, para
las accesiones de Cucurbita pepo la v4 genoma de referencia sobre MUCU16 (Montero-
Pau et al., 2018), para C. maxima el genoma es Rimu (v1) (Sun et al., 2017). Estos
genomas estan disponibles en http://cucurbitgenomics.org/. El siguiente paso es la
obtencion de variantes tipo Single Nucleotide Polymorphism (SNP). El llamado de
variantes consiste en la comparacion de las lecturas de cada accesion contra el genoma
de referencia permite determinar si, en una posicion dada, tienen el alelo del genoma de
referencia o algun alelo alternativo. Esa informacion se vuelca en un archivo tipo Variant
Call Format (vcf) en que se indican para cada accesion implicada en el analisis la posicién
de las variantes y el alelo (referencia o alternativo) y caracteristicas de calidad. Este
archivo incluye todas las variantes observadas entre las accesiones de analisis con su
posicion fisica en pares de bases (pb) y localizacién en los cromosomas. El resultado de
este analisis se empled en este TFM para estudiar variantes, regiones del genomay genes
implicadas en el control de distintos caracteres de la semilla.

El nimero de variantes obtenidas se presenta en la Tabla 5. EI niUmero de variantes
depende del nimero de accesiones en analisis y de la variabilidad genética entre ellas.
Citrullus lanatus, el genoma de referencia del anélisis de Citrullus spp. Cuenta con 11
cromosomas, mientras que C. pepo y C. maxima cuentan con 20 cromosomas. En los tres
casos se incluye un cromosoma adicional (cromosoma 0) en el andlisis, resultado de de
secuencias de dificil ensamblaje de los genomas. EI mayor nimero de variantes se
observa en C. pepo de las que se analizaron 830 accesiones, seguido por Citrullus spp. de
las que se analizaron 1.365 accesiones y cuenta con menor nimero de cromosomas, y
finalmente para C. maxima se observan 5.600 variantes que reflejan la variabilidad
genética de 372 accesiones. El andlisis inicial de las accesiones de sandia, de las especies
C. lanatus, C. mucosospermus y C. amarus, reveld una relacion préxima entre C. lanatus
y C. mucosospermus, mientras que C. amarus se diferencia de las dos especies anteriores
(Elshire et al., 2011; Guo et al., 2019).
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Tabla 5. Variantes obtenidas del llamado de variantes entre las accesiones
secuenciadas por GBS (Proyecto CucCAP).

Especie/Género de analisis Variantes tipo SNP
Citrullus spp. 25.739
C. maxima 5.600
C. pepo 47.544

El trabajo de genotipado de las accesiones se esta realizado en el marco del Cucurbit
Coordinated Agricultural Project (CucCAP) y representa la variabilidad de estas
cucurbitaceas contenida en el banco de germoplasma USDA, que incluye accesiones de
distintas partes del mundo. En la Figura 12 se representa la distribucion geografica de las
1.365 accesiones de Citrullus spp. Como se muestra existe una amplia representacion de
accesiones de Africa, centro de origen del género (Wu et al., 2019), seguida por Asia
oriental, el subcontinente indio (centros secundarios de diversificacion), Europa
occidental y Norteamérica.
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Figura 12. Distribucién geografica de 1.365 accesiones de Citrullus spp. del USDA. El
diametro del circulo es proporcional al nimero de accesiones de cada pais (Wu et al.,
2019).

Las accesiones de Cucurbita spp. proceden en su mayoria del continente americano,
centro de origen de este género (Esteras et al., 2012). Tanto para C. pepo como para C.
maxima, la distribucion de las accesiones genotipadas por continente (Tabla 6) muestra
una amplia representacion de accesiones americanas, sequidas de Asia, Europa y Africa.
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Tabla 6. Distribucion de las accesiones genotipadas por GBS de CuGenDB (Proyecto
CucCAP).

Continentes C. pepo C. maxima
Africa 34 68
América del Norte 106 50
América del Sur 11 60
Centroameérica 106 1
Europa 238 70
Asia 331 123

3.3. Toma de datos y procedimientos utilizados

3.3.1. Caracterizacion de las diferentes accesiones de Cucurbita spp. y Citrullus
spp.

Se fenotiparon al menos 6 semillas por accesion atendiendo a caracteres descritos por
diferentes autores, tal y como se muestra en la Tabla 7. Se evaluaron los caracteres peso,
color de testa 'y presencia de hilio, inicamente en las accesiones de Citrullus spp. El Unico
pardmetro cuantitativo analizado, el peso, fue evaluados tres veces usando seis semillas
cada vez y se obtuvo su media aritmética. El peso fue evaluado con una balanza de
precision, mientras que la longitud y ancho de semilla fue evaluado empleando el
programa ImagenJ que permite transformar los pixeles de una imagen en unidades
métricas una vez determinada la escala.

Por otra parte, el color se analizé asignando un valor numérico diferente a cada
tonalidad encontrada. En el caso de Citrullus spp., en cada estudio, los autores desarrollan
su propia metodologia de fenotipado, lo que dificulta la comparacién de resultados entre
experimentos (Weetman, 1937; Poole et al., 1944; Sachan y Nath, 1976; Nath y
Khandelwal, 1978). Dado que la descripcion fenotipica desarrollada por Poole et al.
(1944) es el mas detallado entre los estudios realizados anteriormente, nos hemos basado
en ella. En cuanto a la descripcion fenotipica de Cucurbita spp. no existen muchos
estudios debido a la pequefia variabilidad de color de testa, aun asi, algunos autores hacen
diferencias en C. maxima entre color blanco y crema o amarillo (Shi et al., 2021).

Finalmente, el hilio fue valorado como ausencia o presencia, tal y como se muestra
en la Tabla 7 (Poole et al., 1944). Las accesiones en las que se encontr6 mucha
heterogeneidad para algin caracter fueron eliminadas del estudio para dicho caracter para
evitar datos que falsen los resultados.
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Tabla 7. Se presentan los valores fenotipicos observados para los caracteres color y
presencia-ausencia de hilio.

Caracter Especie Escala de valor
Citrullus spp. . . ‘ .
1 2 3 4 5 6
Crema Marrén Oscuro Naranja Rojo  Verde
Color
C. maxima
1
Blanco
N
?’ 4
Hilio Citrullus spp. <&
0
Ausencia Presencia

3.3.2. Analisis de asociacion del genoma (GWAS)

Analizado el fenotipo y con los datos de genotipo de cada accesion disponibles
(seccion 1.2), se realizo un analisis GWAS mediante la utilizacion de un modelo lineal
general (GLM) que considera la estructura poblacional en el andlisis de asociacion o un
modelo lineal mixto (MLM) que considera tanto la estructura poblacional (matriz Q,
MDS) como la relacién (matriz de parentesco, kinship) para cada caracter y
género/especie utilizando el software Tassel 5 (Bradbury et al., 2007). Ambos métodos
estiman el p-valor de cada SNP individual en el andlisis y se compara con el p-valor
esperado. La eleccion de uno u otro modelo para analisis posteriores vino determinado
por el mejor ajuste de la distribucion de los p-valores esperados y observados
representado en un grafico tipo QQ. En la Figura 13 se puede observar tres graficos QQ
con los tres casos considerados para la evaluacién de los datos ajustado, subestimado y
subestimado. Un resultado subestimado deriva en la identificacion de menos variantes de
las esperadas asociadas a un caracter (falsos negativos) y un resultado sobreestimado en
la inclusion de falsos positivos en el analisis.
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Figura 13. Representacion de graficos QQ que se pueden encontrar en el analisis GWAS
con los métodos GLM y MLM y que permitieron elegir entre estos dos métodos de
analisis. Para ellos se eligié el método con mejor ajuste en el grafico QQ: A. Datos muy
bien ajustados. B. Sobreestimaciéon del impacto de los SNPs sobre el caracter. C.
Subestimacion del impacto de las variantes sobre el caracter.

El GWAS es una prueba estadisticas multiple (para cada SNP se realiza una prueba
independiente de asociacion) por lo que la significacidn de este analisis alcanza una nueva
dimensién en comparacion con las pruebas estadisticas individuales en las que se suele
rechazar la hipétesis nula HO con un valor p <0,05 (Bonhomme y Jacquet, 2019). Los
limites de significacion se estiman segin el método de Bonferroni como o/N, donde a es
el nivel de significacion y N es el nimero de test independientes que corresponde con el
namero de SNPs en analisis.

En este TFM se asume el p-valor sin ajuste y se estima, en base al ajuste observado
en el grafico QQ, qué método, GLM o MLM, presenta un mejor ajuste. Posteriormente,
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se representan los limites de significacion (-log10(0.05/N y -log10(0.01/N) para el 95 y
99% (Marees et al., 2018). Para ello los resultados de cada anélisis realizado con Tassel
5 se exportan en formato tabla (tabulada). Estos resultados, asociados a un carécter, y un
analisis GLM o MLM, incluyen para cada variante tipo SNP, el valor de p-valor
observado, y los valores de aditividad (a), dominancia (d) y varianza explicada (R?). El
software R cuenta con diferentes paquetes de analisis para GWAS. El paquete “qgman”
posibilita representar el resultado del analisis de asociacion en un grafico Manhattan, con
los limites de tolerancia de cada analisis. EI Manhattan es un grafico de dispersion que
representa el -log10pvalor calculado para cada variante (SNP). En el eje X se representa
la posicion de cada SNP en los distintos cromosomas y el eje Y indica el nivel de
asociacion de cada SNP al carécter.

3.3.3. Andlisis de variantes asociadas

Las variantes asociadas a cada uno de los caracteres analizados fueron empleadas
para identificar regiones del genoma y genes con posible implicacion en el caréacter.
Puesto que los datos genéticos proceden de GBS, que reduce la complejidad del genoma
y no presenta una cobertura del 100%, es posible que las variantes con asociacidn no sean
las responsables del caracter. En este caso presentarian asociacion por su proximidad con
las variantes que regulan el caracter, con las que presentarian desequilibrio de ligamiento.

Para estudiar el impacto de los SNPs con asociacion se han seguido el siguiente
procedimiento:

a. Localizacion de posibles genes candidatos

La localizacion de las variantes se realizo utilizando la informacion disponible en
Cucurbitgenomic database (ftp://cucurbitgenomics.org/pub/cucurbit/GBS_SNP/
watermelon/). En primer lugar, se busco en el archivo tipo vcf la posicién de los diferentes
SNPs. Con la herramienta “Genome Browser” de cucurbitgenomics se localiz6 la
posicién de esa variante, que muestra asociacion al caracter, dentro del genoma de
referencia. Se analiz6 si los SNPs caian en region intergénica o génica y en tal caso si
estaban localizados en region exonica, intrénica o en una region no trasladada (5"UTR o
3'UTR) (Figura 14).
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Figura 14. Regiones genomicas de los genomas de referencia de Cucurbitgenomic
database (Elaboracién propia a partir de Cucurbitgenomic database, 2021).
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b. Evaluacion del interés de las regiones detectadas

Para aquellas variantes situadas en regiones exoénicas que pueden generar
potencialmente un cambio de aminoacido se comprob6 el impacto de la posible
sustitucion empleando los programas SNAP2 (https://rostlab.org/services/snap2web/) y
Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) (http://provean.jcvi.org/index.php).
Ambos programas estiman el impacto en la proteina de las posibles substituciones de
aminoacido que variaran en funcion de la posicion en la secuencia de la proteinay el tipo
de aminoéacido y determinan si la mutacion es neutra o tiene impacto asignando un valor.
Puesto que el archivo vcf, indica para cada variante los posibles alelos, y se conoce la
posicién de la variante respecto al genoma de referencia, es posible realizar la sustitucion
en la secuencia de ADN y comprobar, traduciendo a proteina la secuencia codificante, si
se produce una substitucion de aminoacido. Para traducir a proteina la secuencia del gen
se emplea el programa Expasy translate (https://web.expasy.org/translate/) y la
informacién disponible en Cucurbitgenomic database
(ftp://cucurbitgenomics.org/pub/cucurbit/GBS_SNP/watermelon/) que nos permitid
obtener la region codificante de cada gen.

En caso de producirse substitucién, se analizé el impacto en la proteina con los
programas SNAP2 Y PROVEAN. Ambas herramientas predicen si una sustitucion de
amino&cidos o un indel tiene impacto en la funcion bioldgica de una proteina (Choi et al.,
2012; Choiy Chan, 2015). En el caso de PROVEAN, se considera significativo el impacto
por debajo de -2,5, SNP2 estable una escala de -100 a +100, y contra més positivo es el
valor mas impacto tendra la substitucion de aminoacido.

En la Figura 15 se presenta un esquema del procedimiento para la localizacion en el
genoma, anotacion de su posicién y determinacion potencial del impacto en la proteina.
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Figura 15. Esquema representativo del procedimiento seguido en este TFM para la realizacion de estudios de asociacion en caracteres de semilla
en cucurbitaceas. Se indica los pasos dados y los programas empleados para realizar el estudio de asociacion, determinar la posicion de las variantes
con significacion, establecer que alelos aparecen y valorar su impacto, en el caso de tener posicion exonica, en la proteina. (Elaboracion propia).
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3.5. Andlisis estadistico

Para el estudio de los resultados se empled el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVI que permite realizar comparaciones entre las diferentes especies. Se
estudio la normalidad de los datos y en caso de no cumplir con la hipétesis de normalidad
se realizd una transformacion de estos para logar que se ajustasen a una distribucién
normal. Una vez se cumplié con la hipétesis de normalidad, se realizaron analisis de
varianza (ANOVA). Todos los datos se clasificaron por caréacter y cada grupo se sometio
a un analisis de Unico factor. La comparacién de grupos fue realizada mediante un test de
estadistico, Test de Rango Multiple, de comparacion de medias LSD (minimas
diferencias significativas de Fisher) con un nivel de significacion p<0,05 en el que se
determinaron las medidas que eran significativamente diferentes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio de la variacion de caracteres de semilla en los géneros Citrullus y
Cucurbita (CUCURBITACEAE)

El peso de semillas es una estimacion del tamafio. Este caracter es de importancia
desde distintos puntos de vista, puede resultar fundamental para desarrollar una buena
planta, por lo que se desea semillas grandes y bien formadas y con peso o, por el contrario,
se puede seleccionar para tener semillas pequefias, que apenas molesten durante el
consumo, como es el caso de la sandia (Guo et al., 2020). El analisis de las 1518
accesiones para el caracter peso muestra que existe variacion dentro de las especies y
entre las distintas especies de cucurbitaceas estudiadas. La media del peso varié mucho
entre especies siendo C. maxima la que mostro el mayor peso medio de semilla (3,01g9/6
semillas), mientras que C. pepo presento un peso medio intermedio (0,94 g/6 semillas) y
las semillas con menor peso se observaron en las tres especies estudiadas del género
Citrullus (Figura 6A). La mayor variabilidad en este caracter se observa en C. maxima,
especie en la que la accesion PI_357905 alcanza un tamafio de 3,01 g/6 semillas y en la
que la accesion con la semilla mas pequefia P1_271771 tiene un tamafio de 0,10 g/6
semillas. A pesar de no encontrar diferencias significativas para el peso de la semilla en
Citrullus spp. si se observa variabilidad entre las especies por lo que es adecuado para
andlisis posteriores de GWAS.

Ademas del peso de las semillas, las 1518 accesiones fueron evaluadas para el color.
Este fenotipado se realizé asignando un valor a cada tono de color de la testa (Tabla 6).
Este caracter no es variable para C. pepo o C. mucosospermus, pero si se observo
variacion en C. maxima, C. lanatus y C. amarus (Figura 16B). Las semillas de C. pepo y
C. mucosospermus, presentaban un color crema a blanquecino sin variacion entre las
accesiones.
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Figura 16. Cada caja de bigotes representa la mediana y los cuartiles de (A) peso de

semilla. (B) Color de las semillas.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

En la figura 17 se presentan los colores de semilla observados tanto en C. lanatus,
como en C. amarus y C. maxima, las tres especies que varian para el color. Si nos
centramos en el color de testa, en la especie C. lanatus (Figura 17A) podemos observar 7
categorias de color descritas, esta especie presenta 6 de ellas. Siendo el color marron
oscuro (263 accesiones) el mas representado, seguido del color crema (205 accesiones) y
el marrén (83 accesiones). Sin embargo, los colores mas anomalos son el naranja (2
accesiones), verde (5 accesiones) y rojo (13 accesiones). Ademas, de las 620 accesiones
de C. lanatus, 49 presentan variacion dentro de la accesion, por lo que han sido eliminadas
del analisis GWAS.

En C. amarus (Figura 17B), de las siete categorias de color descritas, presenta 5 de
ellas. Entre los colores predominantes destaca el color crema (10 accesiones) y el color
marron oscuro (12 accesiones). Por otra parte, los colores menos frecuentes son el marron,
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rojo y verde (6, 4 y 4 accesiones respectivamente). Ademas, de las 53 accesiones de C.
amarus descritas, 17 presentan diferentes categorias y fueron eliminadas del analisis
GWAS para este caracter.

En C. maxima (Figura 17C), solo se presentan dos categorias de colores, blanca (23
accesiones) y crema (89 accesiones). Ademas, es la especie que més variaciones de color
presenta dentro de una misma accesion, de 182 accesiones, 70 presentan diferentes
categorias de color de testa y fueron eliminadas del analisis GWAS.
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Figura 17. Color de testa de semilla de las diferentes accesiones. A. C. lanatus. B. C.
amarus. C. C. maxima.

Ademas del peso, y el color de la semilla se ha analizado el hilio, s6lo presente en
semillas de las especies del género Citrullus (C. lanatus y C. mucosospermus). El hilio es
una cicatriz en la cubierta de la semilla que se produce por la fijacién durante su formacion
a la pared del ovario, es decir, muestra el lugar de sujecion al fruto, presente en algunas
especies y se cree que puede tener funciones relacionadas con la desecacion de la semilla
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0 su rehidratacion previa a la germinacion (Crang et al., 2018). Este caracter se ha
evaluado como presencia-ausencia, por lo que no se muestran datos de variabilidad entre
las especies del género, ya que en las dos especies habia accesiones con presencia y con
ausencia de hilio. En la figura 18A se muestran los resultados del nimero de accesiones
con presencia y ausencia en las especies de Citrullus. De las 713 accesiones de Citrullus,
592 no presentan hilio y 63 si lo presentan, siendo C. lanatus y C. mucosospermus las
Unicas especies que lo presentan. En el caso de C. lanatus (Figura 18C) predominan las
semillas sin hilio en un 94% (585 de 621 accesiones) y solo un 5% presentan hilio (31 de
621 accesiones). En C. mucosospermus (Figura 18B) el 82% de las accesiones presenta
hilio (32 de 39 accesiones) y tan solo el 18% no lo presenta (7 accesiones de 39
accesiones).
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Figura 18. Presencia-ausencia de hilio en las diferentes accesiones de Citrullus spp. en:
A. Citrullus spp. B. C. lanatus. C. C. mucosospermus.

En la Figura 19A se presenta el estudio de la correlacion de los distintos caracteres
para Citrullus spp. En particular de la presencia-ausencia de hilio con el peso y con el
color de la semilla. La presencia de hilio no est4 condicionada por el peso de la semilla,
al menos en las categorias de 0,6, 0,9 y 1,2 g, si en la categoria de tamafio mas pequefio
(0,3 g) en la que todas las accesiones muestran ausencia de hilio. Sin embargo, si
correlacionamos la ausencia o presencia de hilio con el color de semilla (Figura 19B),
podemos observar una clara tendencia de color crema de testa en las semillas que
presentan hilio y una variacion de colores en las semillas en las que no esta presente esta
caracteristica.
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Figura 19. Porcentaje de accesiones con presencia y ausencia de hilio. A. Peso semilla
en gramos. B. Color de testa de semilla.

Si por otra parte correlacionamos la presencia o ausencia de hilio con el lugar de
origen, encontramos que las semillas con presencia de esta caracteristica se localizan en
su mayoria en Oriente medio, Sur de Europa y Sur de Africa (Figura 20A) representando
un 85% de las accesiones. Ademas, el color de estas semillas en los diferentes lugares es
predominantemente color crema, en todos excepto en América del Sur donde son de color
marron (Figura 20B). Las semillas de color marron también se observan en accesiones
procedentes de Africa Occidental y Oriente medio, 33,3% y un 6,06% respectivamente.
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Figura 20. Porcentaje de accesiones que tienen hilio. A. Distribucion mundial de semillas
con hilio. B. Distribucién mundial de los colores de semilla predominantes observados
en Citrullus spp.

En este trabajo se han caracterizado un total de 9108 semillas, de 713 accesiones del
género Citrullus y 805 accesiones del género Cucurbita. Dentro de Citrullus spp. se han
caracterizado semillas de C. lanatus, C. mucosospermus y C. amarus. C. lanatus, es la
especie mas conocida, cultivada mundialmente y originada en Sudan y Egipto. Incluye
formas silvestres, asilvestradas y cultivadas (Paris, 2015). La seleccion realizada en esta
especie se ha orientado principalmente a la calidad del fruto, no obstante, existe interés
por la semilla. En la seleccion por el tipo de semilla, ademéas de por el color, se ha
trabajado por el tamafio, se desean semillas de mayor tamafio cuando la orientacion es la
produccion de plantas, y semillas de poco tamafio o peso, como las microsemillas, si se
desean para consumo (Guo et al., 2020). Ademas de esta especie, Citrullus incluye otras
seis especies diploides, entre ellas la sandia egusi (C.mucosospermus) que tiene
importancia regional es originaria de Africa occidental subsahariana y se cultiva por el
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aceite de sus semillas (Jarret et al., 1997; Achigan-Dako et al., 2006; Dahl-Jensen et al.,
2011; Akusu y Kiin-Kabari, 2015). C. amarus (cidro, tsamma) es originario del sur de
Africa y se cultiva por su pulpa comestible y dura, que suele cocinarse o encurtirse (Bush
1978). Este genero despliega una gran variabilidad en distintos aspectos como el color y
la presencia del hilio.

El género Cucurbita diversifico en el continente americano, dando lugar a maltiples
especies. Es uno de los géneros més diversos de la familia. La mejora genética de
Cucurbita se ha centrado principalmente en el rendimiento, la resistencia a las
enfermedades y la mejora de la calidad de los frutos maduros e inmaduros (Paris, 2017).
Sin embargo, Cucurbita spp. han demostrado valor en la produccion de semilla para aceite
y con contenido antioxidante (Teppner, 2004; Lelley et al., 2010; Martinez et al., 2021).
En este trabajo se muestra variacion en el tamafio de la semilla en C. pepo y C. maxima.
De hecho, aunque no se ha podido correlacionar el tamafio con los morfotipos existentes
en las dos especies, debido a no tener esa informacién, es posible que exista una relacion.
Sin embargo, los morfotipos en C. pepo han sido establecidos principalmente debidos a
caracteres del fruto que estan entre los mas variables de las plantas (Duchesne, 1786;
Naudin, 1856; Paris, 2017). Aunque no se ha encontrado variacion en el color de la
semilla de C. pepo, su tamafio si varia y se ha descrito que varia desde 8 mm a 25 mm en
longitud (Paris, 2001; Paris et al., 2015). La mejora, principalmente realizada en la
subespecie pepo ha inducido un incremento del tamarfio de semilla, sobre todo comparado
con la subespecie texana (Paris, 2017). C. maxima también es muy variable, en el pasado
restringida a Sudamérica antes de la llegada de los europeos (Cutler y Whitaker, 1961,
Merrick, 1995; Ferriol y Pico, 2008), se introdujo en Europa a principios del siglo XVI
(Paris, 2017). Al contrario de lo observado en C. pepo, ademas del peso de la semilla se
ha observado variacion en el color en las semillas de esta especie. Estos resultados
coinciden con lo observado anteriormente, y aunque las semillas suelen ser blancas, son
anaranjadas en algunos cultivares e incluso marrones en cultivares con consumo de
semilla (Paris, 2017). Ademas, tienden a ser bastante grandes (Paris, 2017), tal y como
hemos observado en este TFM.

El tamafio y el color de la cubierta de la semilla son caracteres de mejora de la calidad
de la semilla para varias especies cultivadas como el caupi, la colza, el lino y Arabidopsis
y sandia (Paudel et al., 2019; Dana et al., 2008; Zhang et al., 2008; Debeaujon et al.,
2000). El color de la cubierta definitivo se observa cuando la semilla alcanza la madurez
fisioldgica, y se ha demostrado que la pigmentacion de la capa de la semilla desempefia
un papel importante en la latencia y la germinacion de la semilla (Debeaujon et al., 2000;
Ochuodho y Modi, 2008). Ademas, en distintas especies, el color es un parametro de
calidad, como ocurre en la judia (Yang et al., 2010). Se ha encontrado asociacién entre la
produccion y el color de la semilla en especies como el sésamo, la judia y la soja (Zhang
et al., 2013; Yang et al., 2010; Tiryaki et al., 2016). También se ha observado que el
tamafio de la semilla y el color de la cubierta son caracteristicas importantes para
distinguir entre las variedades de semilla dura y de semilla blanda de Vicia sativa y veza
comun, siendo el tamafo en las lineas de semilla dura menor (negras) que en semillas
blandas (color marrén claro) (Blyikkartal et al., 2013). EI color y el tamafio también
muestran asociacion con el contenido de aceite y antioxidantes como flavonoides y
antocianos en distintas especies como Brassica, Glycine max, Citrullus ssp. y Cucurbita
spp., Arabidopsis (Bagheri et al., 2013; Levi et al., 2017a; Paris, 2017; Yu, 2013, Li et
al., 2020). De hecho, en judia las variedades de semilla blanca contienen tienen mas
contenido en antocianinas y proantocianinas (Ranilla et al., 2007).

52



Estudio de asociacién (GWAS) en cucurbitaceas para caracteres de interés agronémico. Seleccién de
marcadores con valor agronémico

Por todo ello, conocer fuentes de variabilidad de estos parametros, en especies
cultivadas como las cucurbitaceas, es importante para la mejora genética y es interesante
su estudio. En este trabajo se presentan resultados que muestran variabilidad intra e
interespecifica en dos géneros de las cucurbitaceas, Citrullus y Cucurbita, para el peso y
para el color de la cubierta, estos resultados pueden ser de interés para la mejora de esta
especie de cara a estudiar como se correlaciona con la produccion y con la germinacion.

El hilio regula la salida y entrada de agua de la semilla durante el proceso de
desecacion en leguminosas (Crang et al., 2018). EIl hilio se forma por la unién de la
semilla al funiculo y facilita la entrada en la semilla de agua y reservas durante su
formacion. En leguminosas se abre en presencia de aire y se cierra en presencia de agua
facilitando el secado de la semilla si las condiciones son favorables. Cuando la semilla se
expone al aire las células de las paredes del hilio se encogen y el poro se abre; si el aire
es himedo las células de la pared se hinchan y el poro se cierra (Crang et al., 2018). La
germinacion se produce debido a la exposicidn constante a agua y la descomposicion de
la cubierta.

La presencia-ausencia de hilio observada entre las accesiones de C. lanatus y C.
mucosospermus y su correlacion con el color indica que en nuestras accesiones el hilio
predomina en las especies de color crema, y puede ser interesantes para seleccionar en
relacion a otros caracteres valiosos como la capacidad de germinacion y emergencia en
condiciones de estrés abidtico o normales. La estructura de la cubierta y su color afecta a
la absorcion del agua, influye en la latencia y en la tasa de germinacion en distintas
familias de plantas como las Papilionaceae, Anacardaceas, Brasicas y las Fabaceas
(Souza y Marcos-Filho , 2001; Tiryaki y Topu, 2014; Debeaujon et al., 2000; Li et al.,
1999). De hecho las semillas de achicoria con color claro germinan peor que las semillas
oscuras (Pimpin et al., 2002).

Finalmente, la distribucion mundial de estos caracteres, color e hilio, muestra
diferencias entre distintas regiones geogréaficas. El hilio, asociado a colores crema de
semilla, se encuentra predominantemente entre accesiones recolectadas en Oriente medio,
Sureste de Europa y Africa del Sur, representando solo las de Oriente medio el 52% de
las accesiones. Por tanto, parece que la presencia de hilio esta asociada a regiones calidas.
Puesto que tanto el hilio, como el color se ha encontrado en otras especies regulando el
movimiento del agua, puede ser que en estas regiones la seleccion natural o artificial haya
favorecido la presencia dominante de estos caracteres para favorecer una rapida absorcion
de agua durante la germinacién o, una rapida desecacion en el proceso de maduracion
fisiolégica de la semilla. Por lo que seria necesario realizar una investigacion mas
detallada, ya que no hemos encontrado en la bibliografia datos en este sentido. Por otro
lado, la concentracion de accesiones con semillas de color marrén en el Sur de América
puede ser debido a una seleccion para el caracter oscuro en esa region, puesto que el color
de la semilla es un caracter de importancia comercial (Li et al., 2020).
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4.2. Estudio de asociacion del genoma (GWAS) para caracteres de interés en
semilla

El anélisis GWAS permite la identificacion de regiones del genoma que regulan
caracteres (QTLs) empleando la variabilidad natural completa de una especie 0 un género
(Zargar et al., 2015). En este caso se han realizado tres analisis GWAS independientes
para el caracter peso de la semilla, en las especies C. pepo, C. maxima y en género
Citrullus (incluyendo las especies C. lanatus, C. mucosospermus y C. amarus). Dos
analisis para el color de la semilla, ya que no se observa variacion respecto a este caracter
en C. pepo; y finalmente, uno para el hilio de la semilla en las especies del género
Citrullus (C. lanatus y C. mucosospermus). El grafico Manhattan representa la posicion
en los cromosomas de cada SNP del analisis, esto es, se muestra la distribucion de SNPs
a lo largo de los cromosomas y, en el eje “y”, el p-valor estimado. El nimero de
cromosomas es por tanto 12, en el caso de Citrullus spp., y 21, en el caso de Cucurbita
spp., ya que se ha incluido el cromosoma 0 en el analisis. La seleccion del método para
explicar los resultados, GLM o MLM, se establece, tal y como se recoge en Material y
Métodos, en base a los resultados del grafico QQ que compara el p-valor esperado y el
observado. Se han elegido los métodos que procuran un mejor ajuste y evitan la
sobreestimacion o infraestimacion de las variantes (SNPs) (ver Material y Métodos).
Ambos métodos consideran el efecto de la estructura de la poblacion, ademas, el método
MLM emplea en su estimacion la matriz Kinship que pondera las relaciones entre
accesiones. En todos los estudios de asociacion realizados, excepto para el estudio del
color en la especie C. maxima que se eligio GLM, el método seleccionado ha sido MLM.
Los limites calculados con el método de Bonferroni identifican SNPs con asociacion
estadistica (a=0,05 y 0=0,01).

4.2.1. Peso de la semilla

Tal y como se observa en el primer apartado de Resultados y Discusion, se trata de
un carécter variable dentro de las especies y entre especies. Por lo que el panel de
accesiones es potencialmente apto para el analisis de asociacion del peso de la semilla.
Las accesiones que mostraban variacion en la misma accesion no fueron incluidas en el
analisis. El estudio que mas asociacién muestra es el realizado en Citrullus spp. que indica
asociacion entre el peso de la semilla y regiones del cromosoma 1, 2,5, 7, 8,9, 10y 11
(0=0,05) (Figura 21), y con el cromosoma 2 (p-valor=7,413) (S02_27388336) con 0=0,01
(Figura 21A).

El analisis permitio detectar una region genémica para este caracter en el cromosoma
00 de C. pepo (a=0,05), ademas de este SNP destaca un segundo SNP en el cromosoma
01 (S01_9916739) con un p-valor = 4,527, si bien queda por debajo de limite
significacion (a=0,05) (Figura 21C). El analisis revela un SNP en el cromosoma 9 de C.
maxima (Cma_Chr09_6128751) con un p-valor de 4,475 también por debajo del limite
de 0=0,05 (Figura 21B).
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Figura 21. Graficos Manhattan de estudio de asociacion para el peso de semilla. A.
Citrullus spp. B. C. maxima. C. C. pepo.
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El peso y el tamafio de la semilla son caracteres importantes en sandia (Guo et al.,
2020). Una semilla bien formada favorece una buena germinacion y generacion de planta,
pero ademas puede tener otros intereses, como la produccion de aceite o de antioxidantes
(Paris, 2017; Martinez et al., 2021). En sandia, la seleccion se realiza en ese sentido y en
el contrario. Para el consumo del fruto es deseable contar con semillas de pequefio tamario
o microsemillas que faciliten su deglucion. Por lo que identificar regiones del genoma
implicadas en el control del tamafio y peso de la semilla es de importancia para la mejora.
De hecho, existen multiples trabajos previos en este sentido.

El estudio de asociacion realizado en las especies de Citrullus, C. lanatus, C.
mucosospermus y C. amarus, sefiala multiples regiones, no obstante la mas relevante se
localiza en el cromosoma 2 (S02_27388336). Estudios previos realizados en Citrullus
lanatus con poblaciones derivadas de cruces biparentales indican que existen un QTL en
el cromosoma 2 para la longitud, la anchura y el peso de 20 semillas (Gao et al., 2020).
Los tres caracteres parecen estar controlados por el mismo locus y, el QTL localizado
explica el 35,5% de la varianza fenotipica observada en relacion a la anchura de la semilla,
el 43,5% respecto a la varianza de la longitud y el 50,1 % respecto a la variacién en el
peso. Ademas, en los tres casos, presentaban un Logaritme of the odds (LOD) superior a
15, siendo para el peso de 21,88 (Gao et al., 2020). En este mismo trabajo describen dos
QTLs menores mas para la anchura en los cromosomas 3 y 10, tres para la longitud en
los cromosomas 5y 7 y uno mas para el peso de la semilla en el cromosoma 10 (Gao et
al., 2020). Ademaés de este trabajo, existen otros previos realizados con poblaciones
segregantes derivadas de cruces biparentales. Estos estudios confirman la existencia de
un QTL mayor en el cromosoma 2 para los tres caracteres. El trabajo de Prothro et al.
(2012) estudia dos poblaciones e identifica hasta trece QTL relacionados con la longitud,
anchura y peso de la semilla en los grupos de ligamiento (GL) 2, 4, 9y 11. Tres QTL
mayores para los tres caracteres se identifican el GL2 que corresponde al cromosoma 6 y
un QTL con efecto mayor para la anchura de la semilla (25,6%) se localiza en el
cromosoma 2 (GL9). La reciente revision de Guo et al. (2020) indica que se han
identificado un total de 61 QTLs para la longitud (20), la anchura (19), el espesor (3) y el
peso de la semilla (19). El estudio de la posicion cromosdmica de estos QTLs ha derivado
en 14 QTLs consenso que se posicionanen 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11. Cuatro QTLs, localizados
en los cromosomas 2, 6 (2) y 8 se han detectado en al menos dos estudios, los dos de
cromosoma 6 se identificaron en poblaciones derivadas de sandias cultivadas y silvestres,
pero el del 2 se detecto a partir de lineas cultivadas (Guo et al., 2020).

Ademas de en el cromosoma 2, en este TFM se han identificado SNPs asociados al
peso de la semilla en el cromosoma 1, 2, 5,7, 8,9, 10y 11. Lo que confirma que algunos
de los QTLs identificados en poblaciones biparentales se detectan en la variabilidad
natural, como los localizados en el 1, 2, 5, 8 y 11. A falta de un estudio més detallado,
que escapa de este TFM, estos QTL podrian colocalizar con las regiones identificadas en
GWAS. Es de destacar que la revision de Guo et al. (2020) plantea dos QTLs claramente
diferenciados al inicio y final del cromosoma 2, al igual que se identifica en este TFM
dos SNPs en posiciones 12.482.692 y 27.388.336 pb del genoma de referencia Charleston
Gray (Wu et al., 2019). Por lo que nuestros resultados confirman el potencial valor de los
estudios de asociacion para detectar regiones del genoma de interés para caracteres de
semilla.

Al contrario de lo observado en sandia, en C. maxima no se detecta ningun SNP en
relacién al peso de la semilla con significacion. No obstante, en el cromosoma 9 (posicion
6.128.751 pb del genoma de referencia Rimu (Sun et al., 2017)) se identifica un SNP con
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p-valor 4,475. Mientras que el analisis en C. pepo para este caracter indica que hay un
SNP en el cromosoma 00 (S00 17194302) (¢=0,05) y un SNP en el cromosoma 1
(S01_9916739) con p-valor=4,527 por debajo del nivel de significacion. A pesar de que
la semilla no so6lo afecta al rendimiento, sino que también puede alterar la calidad del
fruto (Guo et al., 2020), la identificacion de QTL para tamafio/peso de semilla en el
género Cucurbita no ha sido tan extensa como en el caso de Citrullus. Se han identificado
4 QTL para la anchura de la semilla (Tan et al., 2013) y en C. maxima se emple6 una
poblacién F2 para mapear 10 QTL localizados en 6 cromosomas (4, 5, 6, 8, 17 y 18), de
ellos, 4 estaban implicados en la longitud, 4 en la anchura y 2 en el peso de la semilla.
Los dos QTLs de mayor efecto se encontraron para la longitud y la anchura en el
cromosoma 6, explicando el 38,6 y 28,9 % de la variabilidad (Wang et al., 2019). Ninguno
de estos QTLs coincide con los SNPs localizados en el cromosoma 0y 1 de C. pepoy en
el 9 (para C. maxima) que hemos considerado mas relevantes por su p-valor.

La falta de identificacion de regiones asociadas puede ser debida, en el caso de C.
maxima al bajo nivel de SNPs y la técnica de genotipado, pero también podria ser debido
al panel de accesiones seleccionadas (182). Dado que en C. pepo la saturacion de
variantes es la mayor de los tres andlisis, el nimero de SNPs no es limitante y puede ser
que el panel de accesiones no sea lo suficientemente variable. Otra explicacion es que la
existencia de subpoblaciones o relaciones entre las accesiones impida la deteccion de
variantes de interés. Fuera del marco de este TFM se haran analisis con distintos sets de
accesiones y se comprobara si se identifican algin SNP. En este sentido indicar que el
uso en Citrullus de distintas especies, C. lanatus, C. mucosospermus y C. amarus, puede
suponer un efecto en la estructura de la poblacion que dé lugar a falsos positivos. Para
controlar este efecto, se ha seleccionado el método de analisis MLM. En un trabajo previo
Wau et al. (2019) emplea indistintamente accesiones de C. lanatus y C. mucosospermus
para GWAS en caracteres del fruto y resistencias a enfermedades con buenos resultados.
Por altimo, la colocalizacion de las regiones identificadas en este TFM para Citrullus
spp., en particular la segunda del cromosoma 2, con trabajos previos sustentan la validez
del anélisis.

El color de la semilla es un caracter de interés para la mejora en algunas especies
como la judia (Tiryaki et al., 2016; Zhang et al., 2013; Yang et al., 2010). En sandia
hemos visto una clara diferenciacion del color dependiendo de la region del mundo (las
accesiones de Sur América son de color oscuro) y, ademas, el color de la semilla esta
determinado por el contenido de sustancias con valor antioxidantes como los flavonoides,
y por el contenido en melatonina (Yu, 2013; Zhang et al., 2008). El color de la semilla de
la sandia es importante, ademéas de por su valor comercial, porque se asocia con la
absorcion de agua, la latencia de la semilla y la germinacion (Mavi, 2010), también se
asocia a caracteristicas bioquimicas (EI-Bramawy et al., 2008) y afecta a la apariencia de
la carne del fruto (Wehner, 2008). EI GWAS para el color de la semilla fue realizado en
Citrullus spp. y C. maxima, ya que no hay variacion de este caracter en C. pepo. Se detecto
una variante de interés en el cromosoma 3 (0=0,05) de Citrullus spp. (S03_60539010) (p-
valor=6,015), si bien encontramos otra por debajo de 0=0,05 en el cromosoma 6
(S06_7303045) (p-valor=4,414) (Figura 22A). En cuanto al analisis realizado en la
especie C. maxima, no se detecta ningin SNP con p-valor significativo. Las dos variantes
(Cma_Chrl1l 10869324 y Cma_Chrll 10869735) con p-valor mas alto del analisis (p-
valor, 4,580y 4,315, respectivamente) se localizan en la misma region del cromosoma 11
(Figura 22B).
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Figura 22. Graficos Manhattan obtenidos en los estudios de asociacion del color de
semilla. A. Resultados GWAS para Citrullus spp. B. Resultados GWAS para C. maxima.

Se han realizado estudios genéticos del color de la cubierta de la semilla en melén 'y
en sandia (Li et al., 2018; Li et al., 2020; Paudel et al., 2019; Ning et al., 2018). En el
melén, el color blanco de la testa es dominante respecto al amarillo y el marrén (McKay,
1936). En la sandia, el color de la semilla depende de cuatro loci (R/r, W/w, T/t para rojo,
blanco y bronceado, respectivamente; D/d para producir testa negra y punteada) que han
sido identificados en los cromosomas 3,5, 6 y 8 (Li et al., 2018; Li et al., 2020; Paudel et
al., 2019). La interaccion de estos genes da lugar a los seis colores base: negro (RR TT
WW); variado (RR TT ww); bronceado (RR tt WW) blanco con punta bronceada (RR tt
ww); rojo (rr tt WW); y blanco con rosa (rr tt ww) (Kanda, 1931; McKay, 1936; Poole,
1944).

En este TFM se ha identificado asociacion del color con una Unica variante en
Citrullus spp. ( « =0,05) situada al inicio del cromosoma 3 (posicion: 6.053.901 pb). Esta
variante se encuentra proxima (297.356 pb) a la region de 70,1 kb identificada en una
poblacién de RILs entre las posiciones 5.686.151 y 5.756.365 pb (Li et al., 2020). Los
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autores indican que esté asociada a el color de la testa negro y encontraron en la region
un gen candidato, Polifenol oxidasa (polyphenol oxidase, PPO), implicado en la sintesis
de melatonina. Se sugiere que una mayor cantidad de polifenoles favorecen una mayor
sintesis de melatonina catalizada por la PPO dando lugar a un color negro de la cubierta
(Li et al., 2020). Por otro lado, Paudel et al. (2019) mapearon los loci R, T, W, y D en los
cromosomas 3, 5, 6, y 8, usando secuenciacion por GBS y QTL-seq de dos grupos de
plantas (uno con semilla de color negro punteado y otro de color verde) de una poblacion
segregante para el color de la semilla. Localizan al inicio del cromosoma 6 (marcador
mas proximo a 9 cM se sitlia en 7.076.766 pb) la posicion del gen W/w responsable del
color blanco. Lo que da relevancia al marcador identificado en nuestro panel de
accesiones en el cromosoma 6, posicion 7.303.045 pb, si bien este SNP no resulta
significativo en nuestro analisis.

Si bien no es significativo, se han identificado dos SNPs en el cromosoma 11 de C.
maxima con p-valor superior al resto de variantes del estudio. En esta especie el color de
la cubierta de la semilla parece estar controlada por un Unico gen recesivo denominado
white seed coat (wsc) (Shi et al., 2021). El estudio con una poblacion F2 localiza la regién
candidata en el cromosoma 15 (Shi et al., 2021).

El tercer caracter analizado en este TFM es la presencia de manchas negras en la
cicatriz del hilio se encontrd en algunas accesiones de Citrullus spp. Tal y como se
muestra en la seccion 1 esta asociado al color de la semilla. Trabajos en distintas especies
indican que el hilio y el color de la semilla influencian la latencia y la germinacion (Mavi,
2010; Mattirolo y Buscalioni, 1892; Corner, 1951). De hecho, el hilio parece estar
implicado en el balance de humedad durante la formacion de la semilla (Crang et al.,
2018). Tras realizar el analisis de asociacion del genoma (GWAS), se encontraron dos
posiciones gendmicas en los cromosomas 4 (S04_4876169) y 10 (S10.1_1183562)
(0=0,01) asociadas a este caracter (Figura 23). Ademas de estas dos variantes se
encontraron otras con o=0,05, localizadas en el cromosoma 2 (S02 2945381 y
S02_38007899), en el cromosoma 5 (S05_12685196 y S05_30250707), en el cromosoma
8, dos SNP localizados en las posiciones 15.074.562 pb y 15.075.809 pb del genoma de
referencia Charleston Gray (Wu et al., 2019), en el cromosoma 9 (S09_11607084) y en
el cromosoma 10 (S10_20127639).
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Figura 23. Grafico Manhattan con la asociacion de SNPs a la presencia y ausencia de
hilio en Citrullus spp.

59



Estudio de asociacién (GWAS) en cucurbitaceas para caracteres de interés agronémico. Seleccién de
marcadores con valor agronémico

Aunque no hemos encontrado datos en referencia al estudio genético del hilio en
Citrullus spp. este caracter se ha utilizado para hacer clasificaciones taxonémicas en
sandia (Sahin y Polat, 2020). Existen trabajos en otras especies que apuntan a una funcién
relacionada con el movimiento del agua durante la formacion de la semilla o para facilitar
el movimiento de gases y agua que conduce a la germinacion y la emergencia de la
radicula (Mattirolo y Buscalioni, 1892; Corner, 1951; Crang et al., 2018). Por lo que
podria ser un carécter de interés para estudiar estreses abidticos durante la germinacion.
En la siguiente seccidn se discute el interés de este caracter desde el punto de vista de los
genes en los que se han encontrado variantes.

4.3. Estudio del impacto de las variantes y de regiones del genoma con asociacion
para los caracteres de la semilla en Citrullus y Cucurbita

Las variantes detectadas en el analisis de asociacion pueden ser las responsables de
la variacién del carécter, pero puede darse el caso de que la asociacion observada se deba
a que se sitlen proximas y ligadas a otros SNPs, que sean las mutaciones verdaderamente
responsables de la variacion del caracter. Esto es asi aun mas debido a la técnica de
secuenciacion empleada, GBS. Como se indica en la introduccion el método de
secuenciacion Genotyping By Sequencing reduce la complejidad de los genomas usando
enzimas de restriccion y acotando la secuenciacion a las regiones de corte de esas enzimas
(Elshire et al., 2011). Por esta razon el genoma no esta totalmente secuenciado y es
posible perder mutaciones causales.

Teniendo en cuenta esta consideracion, en esta seccion se estudia las variantes con
mayor asociacion en cada uno de los andlisis realizados. Puesto que las variantes con
significacion se han encontrado en los GWAS de Citrullus, se estudian los SNPs
asociados al peso, color y presencia-ausencia de hilio en entre las accesiones de Citrullus.
Con el objetivo de no realizar un trabajo engorroso y poco claro se han seleccionado
Unicamente las variantes con mayor p-valor de cada analisis, es decir, se han eliminado
las variantes asociadas al peso y el hilio con nivel de significacion por encima de 0=0,05,
pero debajo de a=0,01. Si se ha anadido al analisis la variante del cromosoma 6 asociada
al color por estar en una zona relevante segun estudios previos (Paudel et al., 2019).

4.3.1 Localizacion de las variantes seleccionadas e identificacion de genes

Tal y como se indica en Material y Métodos (Figura 16), las variantes encontradas
asociadas con el programa Tassel5 al comparar genotipo y fenotipo se localizan en la
tabla de resultados. En esta tabla se indica el cromosoma y posicion del SNP respecto al
genoma de referencia, el p-valor y otros datos como el porcentaje de la varianza explicada
por ese SNP segun el andlisis. En la Tabla 8 se presentan los datos para cada variante
analizada: alelos observados entre las accesiones, cromosoma, posicion (pb), p-valor,
localizacion y anotacion. Con esta localizacion respecto al genoma de referencia
(cromosoma y posicion) se estudia en con la herramienta de cucurbitgenomics
(http://cucurbitgenomics.org/) “Genome Browser” si la variante se sitia en una region
intergénica (entre genes) 0 en una region génica. Si se trata de una region génica, si se
sitla en la secuencia de un exon, un intrén o en 50 3"UTR (untranslated region). En caso
de situarse en un exon se evalUa el putativo cambio de aminoacido en la proteina y el
impacto de este cambio.

La posicion fisica del SNP S02_27388336, asociado a la variacion en el peso de la
semilla de Citrullus spp., se localiza en 27.388.336 pb del cromosoma 2 del genoma de
referencia Charleston Gray (Wu et al., 2019). En un intron del gen anotado
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CICG02G013450 (Tabla 8) que codifica para una Metal tolerance protein. Para el caracter
peso de la semilla se localiza un SNP (0=0,05) en el cromosoma 0 (S00 17194302) del
genoma de referencia de C. pepo (Montero-Pau et al., 2018), este cromosoma es generado
por la falta de consenso durante el ensamblaje del genoma y habitualmente es eliminado
de los andlisis. En cuanto al caracter color, en el estudio de asociacion de este caracter en
Citrullus spp. se han analizado dos variantes, situadas en el cromosoma 3 (posicion
6.053.901 pb) y 6 (posicién=7.303.045 pb) del genoma de referencia Charleston Gray
(Wu et al., 2019). EI SNP S03 60539010 (p-valor= 6,015) estd situado en region
intergénica y el SNP S06 7303045 (p-valor=4,414) en el segundo ex6n del gen
CICG06G006370 (Tabla 8) que codifica para la proteina Homocisteina S-
metiltransferasa 3. Por Gltimo, las dos variantes més relevantes del estudio de asociacion
realizado en Citrullus spp. para el hilio (0=0,01) se localizan en el cromosoma 4 y 10 del
genoma de referencia. EI SNP S04 4876169 (p-valor=8,888) esta localizado en el
decimocuarto exon del gen CICG04G001430y la variante S10_1183562 (cromosoma 10,
posicion 1.183.562, p-valor=10,055) se localiza en el tercer exon del gen
CICG10G001160. Estos dos genes codifican para Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
y PHD finger family protein, respectivamente.
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Tabla 8. Resumen de las variantes destacadas como relevantes en este trabajo para los tres caracteres y analisis realizados. Se resaltan en amarillo,
de cada analisis, las variantes significativas. Se indica el caracter, especies implicadas en el analisis, p-valor, idenficiador del SNP (SNP ID),
localizacidn, posicion en la region (intergénica, exdnica o intronica), gen en el que se localizan en caso de estar dentro de la secuencia de un gen
anotado (Gen ID) y descripcion del gen.

Caracter Espeue/gr_upo p-valor SNP ID Localizacion __ Tlpc_),de Genes involucrados _
de especies Cromosoma Posicion region Gen ID Descripcion
Peso Citrullus spp. 7,413 802—2238833 CG_CHR02 27.388.336 intrénica CICG02G013450 Metal tolerance protein
Color Citrullus spp. 6,015 S03 6053901 CG_CHR03 6.053.901 intergénica
. -~ Homocysteine S-
Color Citrullus 4,414 S06_7303045 CG_CHRO06  7.303.045 exonica CICG06G006370 : .
methyltransferase 3 family protein
Hilio  Citrullusspp. 8,888 S04 4876169 CG_CHRO4 4876169  exonica  CICG04G001430 G'“Cé)jﬁ;g'r%g(;‘;zzte o
Hilio Citrullus spp. 10,055 S10 1183562 CG_CHR10  1.183.562 exonica CICG10G001160 PHD finger family protein

62




Estudio de asociacién (GWAS) en cucurbitaceas para caracteres de interés agronémico. Seleccion de
marcadores con valor agronémico

4.3.2. Impacto en la proteina de los SNPs localizados en regiones exdnicas

Las posiciones de las variantes en los genomas de referencia y los alelos identificados
en el llamado de variantes (previo a el analisis GWAS) se utilizaron para estudiar el
impacto de los SNP en la funcion de las proteinas. Esto es, primero se analizo si la
sustitucion de un alelo por otro causaba un cambio de aminoécido en la proteina y, en
caso de ser asi, se estudi6 el impacto con los programas PROVEAN
(http://provean.jcvi.org/index.php) y SNAP2 (https://rostlab.org/services/snap2web/)
(Tabla 9). Solo tres de las variantes analizadas (una para el color y dos para la presencia-
ausencia del hilio) causan un cambio de aminoacido. La variante S06_7303045 (A/G) del
cromosoma 6 asociada al color en Citrullus spp., resulta en una sustitucion en el
aminoacido 78 de la proteina de tirosina por cisteina (Y78C). Esta sustitucion tiene
impacto en la funcion de la proteina segun las estimaciones realizadas por PROVEAN (-
8,95) y SNAP2 (88). PROVEAN considera una mutacion no neutra aquella con un valor
estimado inferior a -2,5 y SNAP2 si supera el 0 (en una escala de -100 a +100). De los
dos SNPs identificados con mayor p-valor y significacion en el estudio de asociacion a la
presencia-ausencia del hilio, s6lo uno causa substitucion de aminoacido. EI SNP
S04 4876169 (G/A) no causa sustitucién en el gen CICG04G001430 (Glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase) (Tabla 9), pero la variante del cromosoma 10
(S10_1183562), A/C, resulta en una sustitucién en el gen CICG10G001160 (PHD finger
family protein) de cisteina por triptéfano en la posicion 636. Este cambio tiene impacto
en la proteina segun se estima con los programas PROVEAN y SNAP2 (Tabla 9).
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Tabla 9. Impacto de las variantes exonicas sobre la proteina. Se indica cuando la variante causa una sustitucion de aminoacido y si es asi el
impacto estimado en la proteina. En amarillo se muestran las dos variantes significativas en el analisis GWAS.

: Localizacion . Cambio de Impacto en la
Carécter Especie SNP ID Alelos GenID Descripcion aminoacido proteina
Cromosoma  Posicion PROVEAN SNAP2
Homocysteine S-
Color  Citrullus spp. S06_7303045 CG_CHR06 7.303.045 A/G CICG06G006370 methyltransferase Y78C -8,95 88
3 family protein
Glucose-6-
Hilio  Citrullus spp. S04_4876169 CG_CHRO04 4.876.169 G/A CICG04G001430  phosphate 1- F454F -
dehydrogenase
- . PHD finger
Hilio  Citrullus spp. S10_1183562 CG_CHR10 1.183.562 A/C CICG10G001160 family protein C636W -10,725 92
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En este TFM se han caracterizado empleando la variabilidad natural de dos géneros,
Citrullus y Cucurbita, caracteres de valor agrondmico en semilla. A pesar de no encontrar
una asociacion significativa en algunos caracteres, como el peso y el color de la semilla
en Cucurbita, se han detectado variantes tipo SNP relevantes para los tres caracteres en
Citrullus. Las razones para la falta de asociacion, ya indicadas, puede ser el numero de
variantes y el panel de accesiones empleadas. Por otro lado, los resultados en Citrullus
resultan altamente interesantes ya que muchas de las variantes asociadas con mayor p-
valor se localizan en regiones previamente descritas como relevantes para el caracter.
Entre las génicas hay cuatro localizadas en genes relacionadas con el peso (1), color (1)
y presencia de hilio (2). Los genes anotados son Metal tolerance protein (intronica),
Homocisteina S-metiltransferasa 3 (exdnica y causa cambio en la proteina), Glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase (exonica, sin cambio en la proteina) y PHD finger family
protein (exdnica, sustitucion en la proteina), respectivamente.

A pesar de encontrar la variante intrénica se ha revisado el papel del gen Metal
tolerance protein (MTP). En muchos organismos, entre ellos plantas, se ha indicado que
los intrones pueden regular la expresion génica incrementando la transcripcion por
distintos mecanismos (Shaul, 2017). Este gen esta involucrado en el secuestro del exceso
de zinc en el citoplasma en vacuolas para mantener la homeostasis del zinc, pero también
actlian transportando manganeso, hierro, cadmio y niquel (Ricachenevsky et al., 2013).
Existen multiples genes MTP en plantas realizando diversas funciones. En Oryza sativa
se ha identificado uno de ellos por andlisis de QTLs (OsMTP1) probablemente implicado
en incrementar las concentraciones de hierro y zinc en semilla (Anuradha et al., 2012).
La Homocisteina S-metiltransferasa 3, cuya variante se ha encontrado asociada al color
en Citrullus spp., cataliza la transferencia de grupos metilo de la S-metilmetionina a la
adenosil-L-homocisteina (AdoMet). AdoMet es uno de los més importantes metabolitos
que contienen azufre en las plantas y regulador clave de la via del aspartato, un importante
donante de grupos metilo para varias reacciones de metilacion y un precursor de la
biosintesis de poliaminas y etileno (Watanabe et al., 2021). Tanto las poliaminas, como
el etileno son reguladores del estrés en plantas (Watanabe et al., 2021), mientras que el
etileno estd implicado en la germinacién en plantas, para romper la dormancia (Matilla,
2000; Botha et al., 1982). En sandia se ha estudiado la implicacion del color en la
germinacion (Mavi et al., 2010). Estos resultados podrian sugerir un papel de este gen en
la adquisicion de humedad por lo que seria necesario evaluar las accesiones de Citrullus
aqui analizadas respecto a este caracter y ver su asociacion con el color. No obstante,
indicar que, tal y como se discute en la seccion correspondiente, esta variante se encuentra
préxima a la region en la que se localiza el gen W/w responsable del color blanco de la
semilla, por tanto esta variante no tendria por qué ser la mutacién causal del cambio de
color.

El SNP S04 4876169 localizado en el gen CICG04G001430 (Glucose-6-phosphate
1-dehydrogenase) no causa cambio de aminoacido. No obstante, es interesante analizar
la funcion de la Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase con respecto al hilio. Esta
variante esta asociada a la presencia-ausencia del hilio, relacionada en otras familias de
plantas con el balance de agua y gases en la formacién de la semilla y la germinacion
(Souza et al., 2001; Tiryaki y Topu, 2014; Debeaujon et al., 2000; Li et al., 1999; Crang
et al., 2018; Mattirolo y Buscalioni, 1892; Corner, 1951). No se han encontrado datos
sobre estudios genéticos en relacion al caracter. Sin embargo, en Arabidopsis los mutantes
nulos g6pd5 y g6pd6 y el doble mutante g6pd5/6 deficientes en la funcion Glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase germinan peor bajo estrés salino, y acumulan mas especies
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reactivas de oxigeno que el tipo salvaje (Yang et al., 2019), lo que sugiere un papel en la
regulacion de la respuesta a este estrés abiotico. Este resultado seria coherente con el
papel indicado para el hilio en otras especies. La variante S10_1183562 asociada al hilio
en Citrullus spp., causa la sustitucion de aminoacido de mayor impacto entre las
detectadas en este TFM. El cambio, en un miembro de la familia de proteinas PHD finger
family protein, podria ser de interés para su estudio. Esta familia de proteinas cuenta con
numerosos miembros en especies como Arabidopsis, donde se han descrito 45 PHD, o
arroz con 44 PHD (Feng et al., 2004). La familia cuenta con numerosas funciones en el
desarrollo de las plantas, entre las que se encuentra promover la germinacion, regular la
floracidn, el desarrollo del polen y la respuesta a estreses (Molitor et al., 2014; Lopez-
Gonzalez et al., 2014, Fernandez-Gomez et al., 2014; Sun et al., 2017). Por lo que el
analisis de las accesiones que muestran variacion para este SNP puede ser interesante en
relacion para descubrir accesiones con caracteres agronomicos de interés, més alla de la
germinacion.

La revision de la literatura respecto al control del peso de la semilla en cucurbitéceas,
o el color, no menciona ninguno de los genes aqui citados, por lo que estos resultados, a
pesar de prometedores, deben considerarse preliminares y los SNPs como variantes
candidatas a estar asociadas. Seréd necesario una reevaluacion de los caracteres en base a
material de estas accesiones obtenido no en EEUU (origen del material vegetal) sino aqui,
con el fin de ponderar el efecto del ambiente. Ademas, es necesario resaltar que las
limitaciones de la técnica GWAS (existencia de subpoblaciones o relaciones) y de la
técnica de secuenciacion (GBS), pueden dar lugar, por un lado, a falsos positivos y/o
falsos negativos, y por otro, a la no identificacion de la mutacion causal del caracter por
no estar secuenciada. Por ello, mas analisis son recomendables mas alla este TFM.
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA.- Se ha caracterizado un total de 9.108 semillas de 713 accesiones de
Citrullus spp. y 805 accesiones de Cucurbita spp. El panel de accesiones muestra
variabilidad fenotipica respecto a los caracteres de semilla, peso, color e hilio, por lo que
son de interés para realizar analisis de asociacion para estos caracteres.

SEGUNDA.- El andlisis de asociacion GWAS realizado para el peso de la semilla en
Citrullus spp., C. maxima y C. pepo permite identificar variantes asociadas. El panel de
Citrullus spp. conduce a identificar hasta 9 regiones candidatas asociadas en los
cromosomas 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10 y 11. Una de ellas, en el cromosoma 2, presenta alta
significacion y colocaliza con un QTL mayor identificado en estudios realizados con
poblaciones biparentales. Ademas, los SNPs del 2, 5, 7, 8 y 10 se localizan en regiones
de QTLs menores identificados en el analisis de poblaciones biparentales para el peso, el
ancho o el largo de la semilla.

TERCERA.- Al contrario del panel de Citrullus spp., el panel de accesiones de C.
maxima no permite detectar ningun SNP significativamente asociado. No obstante, en el
cromosoma 9 se identifica un SNP con p-valor mas alto del analisis. Mientras que el
andlisis en el panel de C. pepo para este caracter indica que hay un SNP en el cromosoma
0 (0=0,05) y un SNP en el cromosoma 1 con p-valor=4,527 por debajo del nivel de
significacion. Ninguno de estos SNPs se sitian en regiones identificadas previamente
ligadas a los caracteres de peso/tamario de la semilla, no obstante podrian indicar regiones
candidatas de interés para su analisis en distintos paneles de accesiones por GWAS, o en
poblaciones biparentales.

CUARTA.- El andlisis de asociacion GWAS para el color de la semilla solo se ha
realizado en Citrullus spp. y C. maxima, ya que C. pepo no muestra variabilidad para este
caracter. La diversidad es mayor en Citrullus spp. y se han identificado dos SNPs
candidatos en el cromosoma 3 (significativo) y otro en el cromosoma 6 (no significativo)
asociados al caracter. Estos dos SNPs colocalizan con QTLs descritos en estudios de
poblaciones biparentales para el color de la semilla en sandia. El primero, en el
cromosoma 2, se encuentra a aproximadamente 300 kb de la region del locus D/d que
controla el color negro de la semilla. EI segundo, en el cromosoma 6, se sitla a
aproximadamente 220 kb del marcador mas proximo al locus W/w que regula la
formacion de una semilla de testa blanca. Dos SNPs no significativos localizados en el
cromosoma 11 se han identificado en el panel de accesiones de C. maxima, podrian
delimitar una nueva region candidata de interés para el color de la semilla.

QUINTA .- El estudio de asociacion para el hilio de la semilla en el panel de Citrullus
spp. permite identificar 2 SNPs candidatos con alta significacion localizados en el
cromosoma 4 y el 10. Ademas, se han identificado 7 variantes mas en los cromosomas 2,
5, 8, 9y 10 potencialmente implicadas en la regulacion del caracter. No existen estudios
previos en relacion al caracter por lo que nuevos estudios seran de interés.

SEXTA.- El estudio de la localizacion de las variantes identificadas en relacion al peso,
color e hilio en los distintos paneles de accesiones, permite determinar que cuatro
variantes son genicas, una intronica y tres exonicas.

SEPTIMA.- De las variantes exonicas analizadas, dos estan asociadas al hilio, una no
produce sustitucion de aminoacido (cromosoma 6) y la otra si (cromosoma 10). La
variante sin impacto se sitla en un gen Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase descrito
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en Arabidopsis implicado en la tolerancia al estrés salino durante la germinacion. La
segunda variante (cromosoma 10) causa sustitucion en un gen PHD finger family protein,
con multiples papeles en el desarrollo de plantas, entre ellas la germinacién de la semilla.
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