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Segregacion de la expresion sexual y la andromonoecia en poblaciones F2 y F3 de diferentes
cruzamientos de calabacin

I. INTERES Y OBJETIVOS

I.1. IMPORTANCIA ACTUAL DEL CULTIVO DEL CALABACIN EN
ESPANA Y ALMERIA

El calabacin (Cucurbita pepo) es una especie cultivada que dentro de su género es la
mas importante a nivel mundial econdmicamente. Ademas, esta especie presenta mucha
variabilidad en sus frutos (tamafio, forma, color, patrén de coloracién, textura, etc.) y en sus
caracteristicas vegetativas (habito de crecimiento, longitud y grosor de los entrenudos,

tamafiio de las hojas, etc).

En la agricultura intensiva almeriense actual el calabacin es una de las horticolas mas
importantes. Segun el anuario de estadistica del Ministerio de Agricultura, Alimentacidon y
Medio Ambiente, en 2010 la produccién del calabacin en toda Espafia se situé en 366498
toneladas, de las cuales Andalucia representd el 85% de la produccion y Almeria el 73%

(Tabla 1).

Tabla 1: Produccidn y superficie del cultivo del calabacin en Espafa (Fuente: Anuario de estadistica del
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2010).

Produccion

(t)

Superficie (ha)

Provincias y Comunidades -
Auténomas
Aire libre  Protegido

CATALUNA - 194 = 194 7482

CANARIAS 1 240 150 391 17535
OTRAS 27 843 137 1018 30155
ALMERIA — 190 4830 5020 267233
ANDALUCIA 27 827 5161 6015 311326
ESPANA 55 2104 5459 7618 366498
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Ademas el calabacin, segun dicho anuario, es, en la provincia de Almeria, la hortaliza

que mas rendimiento tiene después del tomate (Tabla 2).

Tabla 2: Rendimiento en la provincia de Almeria del calabacin respecto a otras hortalizas (Fuente:
Anuario de estadistica del Ministerio de Agricultura, Alimentaciéon y Medio Ambiente, 2010).

Rendimiento (Kg/ha)

Tomate 135796
Calabacin 90341
Pimiento 85625

Pepino 81501

También cabe destacar que segun los datos de la Direccién General de Aduanas,
aportados en el andlisis de la campafa hortofruticola 2010/2011 por la Fundaciéon Cajamar,
Almeria ha exportado en dicha campafia unas 200888 toneladas de calabacin, lo que

representa un 6,25% mas que la campana anterior.

Por todo ello es tan importante el cultivo de esta cucurbitacea en la provincia de

Almeria, ya que es lider indiscutible dentro de la produccién espanola.

1.2. INTERES DE LA INVESTIGACION

El cultivo de calabacin en invernadero requiere la utilizacién de variedades en las
gue la abscision floral sea rapida ya que cuando la temperatura es muy elevada, algunas
de las variedades comerciales actuales tienden a sufrir un retraso en la abscision floral, de
tal forma que la flor queda pegada al fruto cosechado. Este aspecto condiciona de
manera muy negativa su comercializacidn, ya que la flor pegada al fruto favorece la

podredumbre del mismo, disminuyendo su calidad y conservacién postcosecha
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(Pefaranda y col.,, 2007). Los frutos con flor pegada estan asociados con una
masculinizacion de las flores femeninas (cuando las flores femeninas muestran estambres
con distinto grado de desarrollo) y con partenocarpia, pues en estas flores se observa un
crecimiento del ovario en ausencia de polinizacidon (Gémez y col., 2004a, Pefiaranda y col.
2007). Por tanto, el aumento de las temperaturas ambientales es uno de los factores que
inducen la masculinizacién de las flores femeninas y la aparicion de frutos

partenocarpicos con flor pegada en algunos genotipos de calabacin.

Ademas, las flores que se mantienen unidas a los frutos cosechados, estan aun
verdes incluso cuando los frutos ya adquieren el peso comercial. Aunque los frutos estén
bien desarrollados, las flores se mantienen inmaduras y la mayoria nunca llegan a antesis.
Esto sugiere que el retraso en la abscision de flores es causado por una inhibicién de la
maduracion de la flor, en lugar de por una inhibiciéon de los procesos de senescencia y

abscision después de la polinizacion (Pefiaranda y col., 2007).

Las hormonas, y especialmente el etileno, juegan un papel esencial en el control
de la expresién sexual del calabacin y otras Cucurbitaceas. Por tanto, la masculinizacién
gue producen las altas temperaturas puede deberse a una disminucién en los niveles de
etileno, una hormona que controla directamente la expresidn sexual en diferentes
especies de Cucurbitaceas (Rudich J.,1990; Boualem y col., 2008; 2009; Manzano y col.,
2011). Los resultados del grupo de investigacion “Genética de horticolas” (BI0293) de la
UAL indican que el aumento en la incidencia de flor pegada en calabacines cultivados en
primavera-verano, esta relacionado con una disminucion en los niveles de etileno (Gomez
y col., 2004b). No obstante, se desconocen los factores genéticos que puedan controlar la
incidencia de flores parcialmente bisexuales y la aparicidon de frutos partenocarpicos con

la flor pegada.

Por tanto, el interés de este estudio es determinar cdmo en distintas poblaciones

F2 y F3 de calabacin segregan los genes que controlan la aparicion de las flores bisexuales
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y la andromonoecia, ademas de conocer si la expresidon sexual que presentan estas

poblaciones de calabacin esta relacionada con la andromonoecia de las mismas.

Los resultados que se obtengan en este estudio podrian utilizarse en programas de
mejora encaminados a aumentar el nivel de ginoecia y la partenocarpia en esta especie, y
obtener variedades muy productivas que no presenten el problema de masculinizacién ni

retraso en la abscision floral.

I. 3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

El grupo BIO293 de la UAL ha observado que en algunas poblaciones F2 y F3 de
determinados cruzamientos aparecen plantas con una mayor incidencia de flores
bisexuales, indicando que este caracter puede estar regulado genéticamente. Asi ocurre
en las poblaciones F2 del hibrido Cavili (F1), que tiene normalmente una alta incidencia
de flor pegada bajo condiciones de altas temperaturas (Pefiaranda y col., 2007), y en las
poblaciones F2 y F3 descendientes del cruzamiento de lineas puras Bolognese (Bog) x
Vegetable Spaguetti (Veg), lineas que no presentan incidencia de flor pegada bajo
condiciones inductivas de altas temperaturas (Manzano y col., 2010). Este cardcter esta
regulado por la produccién de etileno en otras especies, por ello, el laboratorio de
Almeria ha clonado y esta caracterizando un gen (CpACS2/7), que, dada su alta homologia
con los genes CmACS7 y CsACS2 de meldn y pepino, respectivamente (Boualem y col.,
2008; 2009), podria estar implicado en el arresto de los estambres de las flores
femeninas, y por tanto, en el control de la inestabilidad de la monoecia observada en

estas poblaciones.
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Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Estudiar la expresion sexual, es decir la precocidad de la floraciéon femenina y el
porcentaje de flores femeninas por planta, en el tallo principal y en los tallos
secundarios de las poblaciones F2 del cruzamiento Bog x Veg.

2. Determinar el efecto de distintos tratamientos de aclareo de flores femeninas
sobre la expresion sexual de calabacin.

3. Comparar el crecimiento de los drganos en flores femeninas, masculinas y
bisexuales de calabacin.

4. Evaluar la segregacién de monoecia/andromonoecia en diferentes poblaciones F2
resultantes de la autofecundacion de la variedad hibrida Cavili, asi del
cruzamiento Bog x Veg, y determinar el control genético de este cardcter en las
poblaciones bajo estudio.

5. Analizar la posible cosegregacion de la expresion sexual y la andromonoecia con el

gen CpACS2/7 de calabacin.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DEL CALABACIN

I1.1.1. Origen y utilizacion

El origen del calabacin (Cucurbita pepo) se situa en el suroeste del continente
americano. Aunque los registros arqueolédgicos no han revelado el origen de las
Cucurbitaceas cultivadas, si proporcionan informacidn sobre la dispersion geografica y la
diversificacion de las especies domesticadas. Se han encontrado restos arqueoldgicos que
evidencian la domesticacion de esta especie hace unos 4000 afios en tres zonas
ampliamente separadas en América del Norte: sur y noreste de Méjico y este de Estados
Unidos (Decker, 1988). Los registros arqueoldgicos de C. pepo son los mds antiguos que se
conocen de especies domesticadas del genero Cucurbita, atribuyéndoseles una
antigliedad de casi 10000 afos a restos de semillas y pedunculos pertenecientes a frutos
de C. pepo sp. pepo encontrados en Oaxaca (Méjico) (Smith, 1997). Ademas, el calabacin
aparece entre las hortalizas citadas por los egipcios y existen pruebas de que también
eran conocidas por los griegos y romanos. Sin embargo, fueron los arabes quienes
extendieron su cultivo por las regiones mediterraneas, donde se convirtié en un alimento

de consumo habitual en la Edad Media.

Las primeras referencias documentadas del género Cucurbita en Europa,
aparecieron en descripciones e ilustraciones de herbarios 50 afios después del viaje de
Cristébal Colén. Su introduccion en el continente data del siglo XVI (Reche, 1997) y el uso
de C. pepo estd documentado en ilustraciones de dicho siglo, para consumo tanto de
fruto como de flor (Paris y Janick, 2005). Aunque por otro lado, en zonas del norte de
Europa su consumo fue mas tardio y no tuvo lugar hasta la Il Guerra Mundial (Sadnchez,

2006).
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Los registros arqueoldgicos apoyan la idea de que Cucurbita pepo fue cultivada y
domesticada inicialmente para el consumo de semillas altamente nutritivas y dulces. Este
uso culinario inicial provocé la seleccién de frutos mas grandes con el objetivo de obtener
mas semillas y de mayor tamafio. El consumo de frutos inmaduros se ha considerado
también una practica antigua, mientras el consumo de la pulpa de frutos maduros es mas
reciente y exigio la seleccidn de varios caracteres de calidad para que fueran sabrosos y
comestibles, asi como una piel mds delgada que favoreciera la ruptura del fruto en la

madurez (Paris, 2001).

C. pepo es una especie cosmopolita, cuyo éxito de su distribucién se debe a su
gran capacidad de adaptacion a un amplio rango de condiciones ecoldgicas, pudiendo
cultivarse desde el nivel del mar hasta altitudes elevadas y en suelos de diversa
naturaleza. Ademas, sus frutos, semillas y flores tienen multitud de utilidades en todo el
mundo. Las semillas de esta especie se consumen de multiples maneras: tostadas, asadas
o molidas en guisos. En mercados de zonas urbanas, los frutos inmaduros de C. pepo son
mas apreciados que los del resto de especies de Cucurbita, a este tipo pertenecen los
calabacines. Igualmente sus flores son preferidas a las de C. moschata en algunas
regiones de Méjico, debido a su menor pubescencia y su mejor digestibilidad,
consumiéndose como verdura cocida o frita. Ademas los frutos de muchos cultivares de
C. pepo de corteza lignificada pueden emplearse como recipientes. Adicionalmente, las
plantas y frutos de esta especie se emplean en la medicina tradicional y como

ornamentales.

I1.1.2. Taxonomia y descripcion botanica

El calabacin es una hortaliza englobada en la familia Cucurbitaceae, cuyos
cultivares pertenecen a la especie Cucurbita pepo L. (Maroto, 2000). A parte de esta

importante especie, dentro de la familia de las Cucurbitaceas podemos encontrar hasta
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825 especies, agrupadas en 118 géneros (Zomlefer, 2004), las cuales estdn ampliamente
distribuidas en paises calidos (pantropical y subtropical) y con algunas representantes en
aéreas templadas y frias. Los géneros mas grandes son Cayaponia con 60 especies,
Momordica con 45 y Gurania, Syclos y Trichosanthes que cuentan con 40 especies cada
uno (Jeffrey, 1990). Sin embargo, son mas importantes las especies cultivadas que se
encuentran en los géneros Cucurbita, Cucumis y Citrullus, como son el calabacin
(Cucurbita pepo), la calabaza (Cucurbita maxima), el pepino (Cucumis sativus), el meldn

(Cucumis melo) o la sandia (Citrullus lanatus).

El género Cucurbita, es uno de los géneros cultivados mas importantes
econdmicamente. Estd compuesto por unas veintidds especies salvajes y cinco especies
cultivadas (Decker, 1988). Es un género americano, caracterizado por sus hojas grandes
palmeadas, por sus flores amarillo-anaranjadas (Figura 1), y por sus frutos grandes, duros,
esféricos e indehiscentes. La mayoria de las especies de este género son mesdéfitas, con

sistemas radiculares fibrosos y monoicas (Paris, 2001; Nee, 1990).

Figura 1: Flor femenina de calabacin.
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En la Tabla 3, se detalla de forma esquemadtica la organizacién taxondémica del

calabacin:

Tabla 3: Taxonomia del calabacin.

Taxonomia

Nombre cientifico Cucurbita pepo L.
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Cucurbitoideae
Tribu Cucurbiteae
Género Cucurbita

Especie Cucurbita pepo

Cucurbita pepo es la especie de las Cucurbitdceas que mas variabilidad genética
presenta. Se observan diferencias en el tamafio, color de fruto (verdes, amarillos,
naranjas, blancos, veteados, variegados, etc.), color de la pulpa (blanco, naranja), formas
(redondos, alargados, chapados, oval, con cuello, etc.), superficie (lisa, apostillados,
verrugosos, etc.) (Nuez y col., 2000). A consecuencia del amplio abanico de posibilidades,
la unificacion de criterios a la hora de clasificarlos es muy complicada, por lo que
actualmente no hay una nomenclatura correcta aceptada (Robinson y Decker, 1997).
Paris (2001) clasificé los tipos cultivados comestibles de C. pepo en ocho morfotipos o
variedades botanicas (Tabla 4). Los morfotipos Pumpkin, Vegetable Marrow, Cocozelle y
Zucchini pertenecen a C. pepo ssp. pepo (Figura 2), mientras que Scallop, Acorn,

Crookneck y Straightneck pertenecen a la subespecie ovifera (Figura 3). Los frutos de los
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morfotipos Pumpkin y Acorn se consumen en estado maduro, aproximadamente 40 dias
después de la antesis, mientras que los restantes morfotipos se consumen en estado
inmaduro, aproximadamente 7 dias después de la antesis. De todos estos morfotipos el
mas conocido y mas importante econdmicamente es el Zucchini, el cual se encuentra

distribuido por todo el mundo y sus frutos son los cominmente llamados calabacines.

Tabla 4: Subespecies y morfotipos de Cucurbita pepo (Paris, 1989; Paris, 2001).

Subespecie | Morfotipo | Nombre cientifico Descripcion

Frutos con gran diversidad de formas:
C. pepo L. var.

Pumpkin esféricos, ovales, con extremos redondeados
pepo Bailey .
o planos, con surcos, costillas o verrugas.
Vegetable C. pepo L. var. Frutos de corteza lignificada, ensanchados
Marrow fastigiata Paris en la parte distal y alargados.

Frutos largos, cilindricos y bulbosos en el
C. pepo L. var. g y

Cocozelle extremo distal con rayas longitudinales de
longa Paris
colores.
L. C. pepo L. var. Frutos uniformes cilindricos de color verde
Zucchini
cilindrica Paris oscuro en su madurez.

Frutos aplastados lignificados, generalmente
C. pepo L. var. P & g

Scallop discoidales y con margenes festoneados. De
clypeata Alefeld

color amarillo, blanco y verde claro.

Frutos ovoides o conicos, con surcos

C. pepo L. var.
Acorn profundos, la mayoria con frutos verdes, no

turbinata Paris e
lignificados.

Frutos alargados con un cuello curvado,

C. pepo L. var.

Crookneck largo y fino, la mayoria amarillos y
torticollis Alefeld
Verrugosos.
Frutos cilindricos, amarillentos, verrugosos y
C. pepo L. var.
Straightneck ensanchados en el extremo distal, con un

recticollis Paris
cuello corto y recto.
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Figura 2: Morfotipos de C. pepo ssp. pepo. 1: Pumpkin, 2: Vegetable Marrow, 3: Cocozelle y 4: Zucchini
(Goldman, 2004).

Marina Marta Martos Fuentes Revision bibliogrdfica
16

—
| —



Segregacion de la expresion sexual y la andromonoecia en poblaciones F2 y F3 de diferentes
cruzamientos de calabacin

Figura 3: Morfotipos de C. pepo ssp. ovifera. 1: Scallop, 2: Acorn, 3: Crookneck y Straightneck (Goldman,
2004).

En cuanto a la descripcidn botanica, el calabacin es una planta anual, de

crecimiento indeterminado y vegetaciéon compacta (Camacho, 2009).
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Presenta una raiz axonomorfa, alcanzando esta un gran desarrollo en relacién con
las raices secundarias, las cuales se extienden superficialmente. Pueden aparecer raices
adventicias en los entrenudos de los tallos cuando se ponen en contacto con tierra

humeda (Reche, 1997).

El tallo es principal, con atrofia de brotaciones secundarias y tiene un crecimiento
en forma sinuosa (Camacho, 2009), no erecto, alcanzando gran desarrollo. Es aspero al
tacto, cilindrico, hueco, de superficie pelosa, grueso, consistente, con entrenudos cortos
de donde parten hojas, flores, frutos y numerosos zarcillos de 10-20 cm. de longitud,

delgados y que nacen junto al pedunculo del fruto (Reche, 1997).

Figura 4: Morfologia de la planta de calabacin. 1: Planta joven donde se observan las primeras hojas, 2:
Flor femenina, 3: Flor masculina.

Como se ve en la Figura 4, las hojas son grandes, estan sostenidas por fuertes y
alargados peciolos. Estos parten directamente del tallo, alterndandose en forma helicoidal.
El limbo de la hoja es grande y profundamente lobulado. Tiene el haz glabro y el envés

muy aspero y recubierto de pelos cortos. El borde de las hojas es dentado con lébulos
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pronunciados, presentando profundas entalladuras pero sin llegar al nervio medial, y
palmeada por presentar cinco grandes segmentos. El peciolo es largo, hueco, consistente,
con pelos rigidos en la superficie y dspero al tacto, de cortas y finas vellosidades vy
pequefias espinas distribuidas a lo largo del mismo (Reche, 1997). El color de las hojas
suele ser verde oscuro, pudiéndose observar en ocasiones manchas blanquecinas

(Maroto, 2000).

Las flores son grandes (Figura 4), solitarias, vistosas, axilares, de color amarillo y
acampanadas. La planta de calabacin es monoica, por lo que se dan simultdaneamente

flores masculinas y femeninas.

Los frutos son pepdnides, sin cavidad central, de forma generalmente alargada,
cilindrica, de superficie principalmente lisa, aunque existen frutos aplastados vy
verrugosos. El color del fruto es variable, siendo frecuentes los colores verdes y amarillos

(Maroto, 2000).
Las semillas tienen un color crema uniforme que las diferencia del resto de las
especies (Wien, 1997). Son, ovales, alargadas, puntiagudas, lisas, con un surco

longitudinal paralelo al borde exterior, de hasta 1.5 cm de longitud, 0.6-0.7 cm de

anchuray 0.1-0.2 cm de grosor (Reche, 1997).

I1.1.3. Requerimientos edafoclimaticos

I1.1.3.1. Temperatura

) De siembra

La temperatura optima del suelo en esta etapa ha de situarse entre los 20-25°C.

Con esta temperatura, las semillas pueden germinar en el transcurso de 2-5 dias.
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Temperaturas del suelo superiores a 40°C, o por debajo de los 15°C Puede afectar a la

germinacién (Delgado, 1999).
%> Del desarrollo vegetativo

La temperatura Optima para el desarrollo vegetativo estd entre los 25 y 35°C
(Wien, 1997). Por encima de 35°C, se produce una gran transpiracion, ocasionando dafio
a las plantas por deshidratacién, mientras que temperaturas por debajo de 10°C afectan

al crecimiento de la planta y pueden provocar deformaciones en el fruto (Reche, 1997).
g De la floracion
Para la floracién se requieren idealmente unos 20°C por la noche y alrededor de
25°C durante el dia (Wien, 1997). Por debajo de 10°C se produce caida de flores y

deformacion de frutos (Reche, 1997).

Tabla 5: Temperaturas que exige el cultivo de calabacin.

Siembra (T2 del suelo) 20-25
Desarrollo vegetativo 25-30 10 35
Floracion 20-25 10 35

11.1.3.2. Humedad

El calabacin es exigente en humedad relativa del aire (Wien, 1997). Los valores
Optimos para el cultivo del calabacin en invernadero estan entre el 65% y el 80%.
Igualmente es exigente en humedad del suelo, necesaria para el desarrollo de la gran

masa foliar de la planta y para la formacién del fruto, cuyo contenido de agua se situa
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proximo al 95%. Excesos de humedad en el suelo impiden la germinacién, no obstante

requiere valores de humedad del suelo entorno al 95%.

El rendimiento del cultivo de calabacin depende en gran medida de la
disponibilidad de agua existente en el suelo. Si nos salimos de los rangos Optimos

podemos sufrir alteraciones, que pueden perjudicar nuestro cultivo.

Con exceso de humedad ambiental, es probable que haya un aumento de las
enfermedades y una deficiente fecundacidn, mientras que si la humedad es baja, puede
producirse deshidratacién de los tejidos, menor desarrollo vegetativo, caida de flores y

disminucion en la produccidn y retraso en el crecimiento (Reche, 1997).

I1.1.3.3. Luminosidad

Es una planta de dia neutro (Camacho, 2009). Para el calabacin no tiene excesiva
repercusién la duracién del dia, no existiendo, en general, problemas de floracién, por lo

que el cultivo en invernadero puede realizarse en cualquier época (Reche, 1997).

11.1.3.4. Suelo

El calabacin es medianamente tolerante a la salinidad del suelo y del agua de
riego. Se adapta igualmente a terrenos con valores de pH entre 5y 7, pero prefiere suelos

algo 4cidos, con valores medios entre 5.6-6.8 (Reche, 1997).
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11.2. FLORACION Y EXPRESION SEXUAL DE LAS CUCURBITACEAS

I1.2.1. Morfologia floral del calabacin

Las variedades de C. pepo son monoicas por lo que desarrollan flores unisexuales
femeninas y masculinas en el mismo pie de planta. A lo largo del desarrollo de la planta se
distinguen tres fases sexuales. En la primera fase, que engloba los primeros 4-8 nudos, la
planta solo produce flores masculinas, y de su duracién dependera la precocidad de la
planta. Tras esta fase comienza la fase productiva, que se caracteriza por una alternancia
de flores masculinas y femeninas en proporciones variables; y por ultimo una fase de
desarrollo femenino en la que la planta Unicamente produce flores femeninas. No
obstante, este patréon de desarrollo puede verse alterado como consecuencia de cambios
ambientales y hormonales y por el genotipo de la variedad que consideremos (Manzano,

2009).

La antesis es un término utilizado para designar el momento de expansion
completa de la flor, desde el desarrollo del estigma receptivo a la fecundacién (Nepi y
Pacini, 1993). Este fendmeno ocurre en C. pepo entre las 5 y las 6 de la mafiana en verano
y un poco mas tarde en invierno, abriendo las flores masculinas una media hora antes que
las femeninas, manteniéndose este estadio fenolégico de 5 a 6 horas. Las flores de C.
pepo son mas grandes que las de otras especies de la familia Cucurbitaceas cuando
alcanzan la antesis debido a su naturaleza entomofila, su tamafio, color y la produccién de

néctar favorece este tipo de polinizacién (Nepi y Pacini, 1993).

La polinizacién puede ser entomofila (abejas principalmente) lo que propicia que

la polinizacién cruzada. (Reche, 1997).

Marina Marta Martos Fuentes Revision bibliogrdfica
22

—
| —



Segregacion de la expresion sexual y la andromonoecia en poblaciones F2 y F3 de diferentes
cruzamientos de calabacin

En la flor femenina falta el pedunculo largo caracteristico de la flor masculina, ya
que esta se une directamente al tallo por un reducido, corto y grueso pedunculo de

seccién pentagonal o hexagonal pero irregular (Delgado, 1999).

Las flores de calabacin constan de las siguientes partes:

%> Pedunculo

En la flor masculina es sencillo, largo, de hasta 40 cm de longitud y hasta 1 cm de
didmetro, cilindrico, hueco y con un tdlamo que se bifurca en un cdliz dialisépalo. En la

flor femenina, el pedunculo es corto, de 3 a 5 cm de longitud, duro, grueso y fuerte.

&) Caliz

Es el verticilo mas externo. Sus sépalos son verdes, delgados y no estan soldados
entre si, por lo que el cdliz es dialisépalo. Esta formado por cinco piezas delgadas,
puntiagudas, separadas y con una estructura semejante a las hojas ordinarias. Es
actinomorfo y caedizo cuando se marchita la flor y persiste hasta el momento de la

abscision en las flores femeninas.

&> Corola

Es el segundo verticilo del perianto, con pétalos, gamopétala, simetria actinomorfa
campanulada y formada por cinco pétalos unidos por su base. Es grande, de color
amarillo intenso. Los pétalos son muy delicados, erectos y abiertos en su parte superior,

estos son apenas recubiertos en su base por el cdliz (Figura 5).
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Figura 5: Pétalos de una flor femenina en antesis.

% Androceo

Las flores masculinas tendran este tercer verticilo floral constituido por tres

estambres visiblemente unidos, careciendo del cuarto verticilo floral.

) Gineceo

Las flores femeninas, por el contrario, carecen del tercer verticilo floral y cuentan
con un cuarto constituido por tres carpelos fusionados en un solo ovario y prolongados en
tres pistilos. El ovario de las flores femeninas es infero, trilocular y alargado. Los estilos,
estdn soldados en su base y son libres a la altura de su insercién con el estigma, este

ultimo dividido en 2 partes “estigmas bilobulados” (Reche, 1997).
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Las flores bisexuales de angiospermas estan formadas por cuatro verticilos florales
(Figura 6A); los dos mads externos son verticilos estériles, sin embargo los dos internos son
los érganos sexuales, los estambres y carpelos. La identidad de estos 6rganos se debe a la
accion de tres funciones génicas denominadas A, By C, controladas por genes homeéticos
(Coen y Meyerowitz, 1991). Cada uno de estos genes influye en dos verticilos adyacentes:
como se muestra en la Figura 6B, los sépalos estdn determinados solamente por la accidn
de la funcion A, los pétalos surgen por la accidn de A y B, los estambres por la accién de B

y Cy el carpelo sélo depende de los genes de funcién C.

A
TIPO DE GENES ORGANO VERTICILO
HOMEOTICOS
—
C i Carpelos (c) Gineceo
l» Estambres (e) Androceo
— B
—— Pétalos (p) Corola
A -
j Periantio
——— Sépalos (s) Caliz
—
B
MUTACION EN LOS MUTACION EN LOS MUTACION EN LOS
GENES DE CLASE A GENES DE CLASE B GENES DE CLASE C
(Se extiende la funcién C) (Se extiende la funcion A)
—+C ro Cc -» S
C
e > c ] p
C|B — A|B
1 e S P
A
-»C s —-s
L | ] L |

Figura 6: Modelo ABC de control genético de la identidad de los érganos florales. A: Clase de genes
determinantes de la identidad de los 6rganos. B: Representacion esquematica de los fenotipos de los
mutantes en cada una de las clases de genes homeéticos. (Azcon-Bieto y Talon, 2000).
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Estos cuatro verticilos estdn conservados en la evolucién, pero en el caso de flores
unisexuales sin embargo sélo poseen uno de los dos verticilos internos. Las etapas del
desarrollo temprano de la flor presentan los dos sexos, pero es en estadios avanzados
cuando se produce la detencion del desarrollo de uno de ellos. EIl momento en el que se
produce el aborto es distinto segun las especies (Dellaporta y Calderdn- Urrea, 1993; Bai y

col., 2004).

I.2.2. Control genético, ambiental y hormonal de Ila

determinacion sexual en Cucurbitaceas

En la familia Cucurbitaceae el habito de floracion mas comun es la monoecia (una
misma planta desarrolla flores unisexuales masculinas y femeninas) pero existe un amplio
rango de morfotipos sexuales. La determinacion del sexo esta regulada por un nimero
variable de genes que permiten establecer un nimero variable de tipos sexuales entre los
gue cabe destacar: androico, ginoico, monoico, hermafrodita y andromonoico (Dellaporta

y Calderon-Urrea, 1993; Grant, y col., 1994).

En pepino (Cucumis sativus) y melén (Cucumis melo) han aparecido un amplio
rango de tipos sexuales gracias a la seleccién por parte del hombre. C. sativus es la
especie mas estudiada, y en esta se pueden observar cinco tipos sexuales: ginoicos,
monoicos, hermafroditas, andromonoicos y androicos. La aparicion de estos tipos
sexuales se debe a la interaccidon de tres genes mayores F/f, M/m y A/a (Kubicki, 1970;
Pierce y Wehner, 1990) (Tabla 6). F es un gen parcialmente dominante que determina la
feminidad de la planta a lo largo del tallo principal, mientras que M determina la
sexualidad de las flores individuales, regulando directa o indirectamente la supresion del
desarrollo de los estambres en las flores femeninas y por tanto Ila

monoecia/andromonoecia (Yamasaki y col., 2001).
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Tabla 6: Control genético del sexo en pepino por los tres genes mayores M, Fy A.

A_ aa
Ginoico Monoico Androico
mm Hermafrodita Andromonoico Androico

En meldn, el tipo comercial predominante es andromonoico, aunque existen
cultivares monoicos, ginoicos, androicos y hermafroditas (Rudich, 1990). Esta especie
también presenta tres genes independientes: Andromonoecious (A/a), gynomonoecious
(G/g) y gynoecious (M/m), cuyas combinaciones alélicas explican los 5 fenotipos sexuales

diferentes que presenta (Kenigsbuch y Coen, 1990; Pitrat, 1998).

Recientemente se ha identificado en ambas especies, pepino y meldn, el gen My
el gen A respectivamente que son responsables del arresto de los estambres en las flores
femeninas. Los genes ortdlogos CSACS2 y CmACS7 de pepino y meldn respectivamente,
pertenecen a una familia multigénica que codifica para la enzima ACS, implicada
directamente en la biosintesis de etileno en los botones florales femeninos (Boualem vy
col.,, 2008; 2009). Ademas en meldén ha sido identificado el gen gynomonoecious,
CmWIP1, que se expresa en flores bisexuales y es epistatico sobre CmACS7, controlando
el desarrollo de los carpelos y de forma indirecta el desarrollo de los estambres al inhibir
CmACS7. (Martin y col., 2009). El gen CmWIP1 es un factor de transcripcion del tipo zinc
finger, cuya mutacién por la insercidén de un transposén en su promotor causa el fenotipo
ginoico de melén. La combinacidon de estos dos genes permite determinar el desarrollo de
flores masculinas, si se expresa CmWIP1 que inhibe la expresion de CmACS7, femeninas,
si no se expresa CmWIP1 y si CmACS7 y bisexuales si se expresa CmWIP1 y a la vez
CcmACS7*”Y, es decir, la copia del gen CmACS7 portadora del cambio que determina su

falta de funcion, reduciendo la expresién del gen al 50% (Martin y col., 2009).
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En calabacin aunque el tipo monoico es el mas frecuente, existe variacién entre
cultivares en cuanto al porcentaje de flores masculinas y femeninas, pero aln no se han
identificado genes que controlen la ginoecia ni la androecia. Ocurre lo mismo en sandia,
porque aunque el tipo monoico es el mas frecuente, existen variaciones entre cultivares e

incluso se han citado cultivares andromonoicos.

Ademas de a nivel genético, la expresidén sexual estd modulada en todas las
Cucurbitaceas por factores ambientales y hormonales. Entre los factores ambientales se
ha comprobado en pepino y calabacin la influencia de la temperatura, la intensidad
luminica y el fotoperiodo (Wien, 1997). En pepino las condiciones de invierno
caracterizadas por dias cortos y temperaturas nocturnas bajas, favorecen la feminizacién
de plantas en cultivares monoicos y las condiciones inversas favorecen las masculinizacién
(Atsmon y Galun, 1962). Las bajas temperaturas pueden causar en calabacin una
inhibicidn total o parcial de la floracion masculina, el adelanto de la aparicién de la
primera flor femenina y, en consecuencia, un mayor niumero de flores femeninas por
planta (Wien, 1997; Wien y col., 2004; Pefiaranda y col. 2007). No obstante los estudios
realizados hasta el momento poco pueden informar sobre la influencia de los factores

ambientales en la transicidn de flores femeninas a bisexuales.

Los cambios en la expresion sexual promovidos por cambios ambientales pueden
estar relacionados con desequilibrios hormonales. De hecho, los dias cortos se han
correlacionado con incrementos en los niveles internos de etileno, auxinas y acido
abscisico, mientras que los niveles de giberelinas (GAS) bajan (Wien, 1997). También se
ha demostrado que las altas temperaturas causan un incremento de la concentracién de

GAS en los meristemos apicales de pepino (Saito y Ito, 1964).

Las hormonas juegan un papel importante en la regulacion del sexo de las
Cucurbitaceas. En general, el etileno y las auxinas promueven feminizacién, mientras que

las GAS producen masculinizacion. El principal regulador de la expresién sexual en
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Cucurbitaceas es el etileno y en general tiene un fuerte efecto feminizante sobre pepino,

meldn y calabacin, aunque promueve masculinizacion en sandia (Rudich, 1990).

La aplicacién de etileno en pepino aumenta el nimero de flores femeninas en
variedades monoicas y de flores bisexuales en variedades andromonoicas (Perl-Treves,
1999; Yamasaki y col., 2001). El acido indolacético, aunque menos efectivo que el etileno,
también favorece la feminizacion en pepino y meldn. Por el contrario, la aplicacion de
inhibidores de la biosintesis o de la percepcién de etileno tales como el nitrato de plata o
el dioxido de carbono o AVG favorecen la masculinizacidén en pepino y melén (Den Nijs y
Visser, 1980; Byers y col., 1972; Owens y col., 1980), o provoca el desarrollo de estambres
en flores femeninas de lineas ginoicas (Malepszy y Niemirowicz-Szczytt, 1991; Yamasaki y
col., 2001). Estos fenotipos pueden producirse a consecuencia de una disminucién de
etileno en los meristemos florales (Yamasaki y col., 2003), por lo que el etileno seria
necesario para mantener la identidad del meristemo, ademas de en la determinacién
sexual. Por otro lado, también Manzano y col. (2011) establecieron la relacién entre el
etileno y la morfologia floral de calabacin, las flores bisexuales nacidas tras la aplicacién
de AVG vy tiosulfato de plata (STS) tenian una relacién inversa entre el tamafio de los
estambres y el estilo y estigma, indicando la necesaria produccién y percepcioén de etileno

para el correcto desarrollo de los carpelos en las flores femeninas.

El etileno puede ser sintetizado en la inmensa mayoria de los tejidos de la planta
durante un gran numero de fases del desarrollo, estando su produccion regulada en
respuesta a gran variedad de sefiales (Wang y col., 2002). La maquinaria enzimatica
necesaria para la sintesis consta de 2 pasos, el primero permite la obtenciéon de ACC a
partir de SAM vy esta catalizado por ACS, siendo este paso limitante en la sintesis de
etileno en la mayoria de las condiciones (Kende, 1993). El segundo paso consiste en la
oxidacién de la ACC a etileno por medio de la enzima ACO. Ambas enzimas estan
codificadas por una familia multigénica cuyos componentes intervienen en diferentes

procesos del desarrollo y estan regulados por una compleja red de sefiales ambientales y
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de desarrollo que actuan en respuesta de estimulos internos y externos (Johnson y Ecker,
1998). Pero, ademads de la biosintesis, la maquinaria metabdlica del etileno engloba la
percepcion y respuesta de la hormona, lo que permite establecer otros niveles de
regulacion. Los receptores ETR1, ETR2 y ERS1, interaccionan con los reguladores
negativos CTR1 y CTR2 para modular la respuesta a través de la activacion de EIN3
(Stepanova y Alonso, 2009). Al menos algunos genes de la familia multigénica de estas
enzimas ya han sido clonados en calabacin en tesis doctorales previamente presentadas
en la Universidad de Almeria, permitiendo un estudio a fondo de cualquier proceso en el

que el etileno intervenga (Manzano, 2010; Manzano y col., 2011).

Las GAS, al igual que el nitrato de plata, promueven la masculinizacién de lineas
ginoicas de pepino, lo que permite su mantenimiento y conservaciéon como lineas de
mejora. Producen resultados similares en melones y calabacines (Rudich, 1972; Atsmon y

Tabbak, 1979).

Y por ultimo tenemos a las auxinas que aunque no son las hormonas mads
importantes en la expresion sexual de las Cucurbitaceas, juegan un papel esencial en el
cuajado y desarrollo del fruto tras la polinizacion. De hecho, el contenido en auxinas de
los ovarios en las variedades partenocarpicas de pepino es mayor que en las variedades
con semillas (Takeno y col., 1992). Ademas, las aplicaciones externas de auxinas sintéticas
en la flor producen partenocarpia en el pepino (Elassar y col., 1974; Kim y col., 1992),
melén (Whitaker y Prior, 1946) y calabacin (Wong, 1941; Sanz, 1995). En la actualidad, el
cuajado adecuado del fruto en las variedades de invierno de calabacin para invernadero,

requiere de un aporte externo de auxinas sintéticas en la flor (Sanz, 1995).
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I11. MATERIAL Y METODOS

Con el fin de analizar el control genético de la expresion sexual en calabacin, se
realizé un ciclo de cultivo de primavera, donde se evaluaron las poblaciones F2 y F3 de
Bog x Veg y las poblaciones F2 de Cavili que segregan para monoecia/andromonoecia. Por
otro lado, y utilizando la linea pura Bog se experimenté el efecto del aclareo de flores

femeninas sobre la expresidn sexual.

III.1. EMPLAZAMIENTO DEL ENSAYO E INSTALACIONES

El trabajo de investigacion se realizo en la Finca Experimental de la Fundacidn
UAL-ANECOOP. La finca estd situada en el paraje de “Los Goterones” en el Termino
Municipal de Almeria, cuya identificacién catastral es poligono 24, parcela 281. En la
Figura 7 se puede observar las vias de acceso a la finca, que se encuentra entre la autovia
del Mediterraneo y la carretera Nacional N-344. El invernadero donde se realizé en
ensayo es el U17 y sus coordenadas aproximadas son: X = 564019 m Y = 408123 m. Es un
invernadero tipo raspa y amagado que cuenta con 922 m? y tiene una orientacion N-S. El
aprovechamiento de la luz en este caso es menor, al existir una mayor reflexién sobre el
plastico de cubierta, aunque su distribucidon dentro del invernadero es mas uniforme. Las
ventajas de esta disposicién son:

— Utilizacion mas eficaz y eficiente de la superficie disponible en la parcela.

— Durante las primeras horas del dia, el sol incide con angulo mayor sobre la
cubierta, con lo que se adelanta el calentamiento del volumen interno del
invernadero.

— Mejor ventilacion del invernadero pues los vientos dominantes en la zona,

poseen direccion Este- Oeste.
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La estructura es la tradicional, basandose en tubos de acero galvanizado que
descansan sobre bloques de hormigdn en la parte central del invernadero (pies derechos)
y en el perimetro perfiles laminares IPN 120 mm de acero galvanizado inclinados, que van
anclados al terreno mediante cabillas a 3 m de profundidad. La estructura horizontal esta
basada en alambre galvanizado, que forma los tejidos entre los que se introduce la
cubierta plastica, un film de polietileno de alta densidad de tres campanas. Las ventanas
cenitales estan situadas en la cubierta del invernadero siguiendo la alineacién de los pies

derechos y van fijadas a las cordadas maestras.

_‘Aﬁtoﬂ}i? del Medlteffé‘r';éo (A-7)

cceso

Figura 7: Emplazamiento de la Finca UAL-ANECOOP. 1: Vias de acceso. 2: Invernadero del ensayo. (Fuente: Sistema de
Informacion Geografica de Identificacion de Parcelas Agricolas (SIGPAC)).
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Las necesidades hidricas del cultivo se satisficieron mediante el sistema de riego
por goteo instalado en el invernadero. Este sistema de riego permite reducir las pérdidas
de agua que se producen con otros sistemas y, ademads, se disminuyen las necesidades de
mano de obra que requiere esta operacidn. La instalacién del riego por goteo consta de
una serie de tuberias de polietileno de baja densidad dispuestas sobre la superficie del
suelo, estas portan a su vez los emisores o goteros que permiten la salida del agua al
exterior en forma de goteo. El agua llega hasta el invernadero desde el cabezal de riego

mediante tuberias enterradas de PVC que se conectan a la instalacion de riego por goteo.

Dado que el marco de plantacién de nuestro cultivo fue de 1 x 0.5 m, los ramales
se separaron entre si a 1 my en ellos los ramales portagoteros se distanciaron 0.5 m. Los
ramales portagoteros se colocaron en la misma direccidon que las lineas de cultivo, y el
sentido de circulaciéon del agua en ellos es descendente para evitar que, al finalizar el
riego, el agua que llena las tuberias se desplace hacia los primeros goteros de los ramales
y estos reciban mas agua que los ultimos. Con ello se consigue que el cultivo sea mas
homogéneo en su desarrollo al ser también la distribucién del agua mas uniforme en la
parcela. El tipo de gotero utilizado fue el llamado interlinea de laberinto y su caudal es de
2 litros a la hora para una presion de 10 m.c.a., que es el que comiUnmente se emplea en

los invernaderos de la zona y ofrece buenos resultados (Figura 8).

El suelo del invernadero tiene una pendiente de un 1% en ambos sentidos. El tipo
de sustrato utilizado para el cultivo fue el enarenado y se usé arena gruesa (2-2.5 mm);

tamarfo ideal para el enarenado (Figura 8).
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Figura 8: Sistema de riego por goteo y sustrato del invernadero.

II1.2. CONDICIONES AMBIENTALES DEL INVERNADERO Y MANE]JO
DEL CULTIVO

II1.2.1. Condiciones ambientales de la zona

Segun la clasificacién climdtica de Papadakis, la zona esta en clima Mediterrdneo

semiarido. Los principales parametros que caracterizan la zona son los siguientes:

— Temperatura media anual: 20°C.

— Temperatura media minima: 13°C.

— Temperatura media maxima: 26,7°C.

— Precipitacidon media anual: 209,4 mm.

— Meses con mayor precipitacion: octubre y diciembre.

— Meses con menor precipitacion: julio y agosto.

— Meses con temperatura menor o igual de 0°C: diciembre, enero y febrero.

— ETP anual: 898 mm.
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El nivel medio de insolacion es de mas de 2500 horas al afio, resultando ser uno de
los mds altos de Espafia y muy favorable para el establecimiento de cultivos
extratempranos en invernadero. Las condiciones de temperaturas altas son favorables

también para este ensayo ya que es una manera de que se induzca el caracter a analizar.

El régimen de vientos, de componente Este y Oeste, ronda una velocidad media de
15 Km/h, resultando beneficioso para garantizar la correcta ventilacién de los

invernaderos.

Todas estas caracteristicas climatolégicas se veran en gran medida moduladas en
relacion al cultivo por el efecto del invernadero tipo parral en el que se desarrolla el
ensayo. Las temperaturas alcanzan valores mas extremos entre el dia y la noche dentro
de este tipo de invernadero, cambiando las condiciones establecidas por Papadakis para
el clima Mediterrdaneo semidrido. Las temperaturas maximas diurnas durante el periodo
del ensayo (primavera-verano) fueron de 42°C, mientras que las minimas nocturnas no
superaron los 22°C. Estos saltos térmicos favorecieron las condiciones del ensayo para

estudiar el caracter que se pretendia observar.

I11.2.2. Material vegetal y manejo del cultivo

El material vegetal que hemos utilizado en el ensayo fue el siguiente:

— Dos lineas puras Bog y Veg. Estas dos difieren en su expresién sexual. La linea Bog
se caracteriza por presentar un alto niumero de flores femeninas, y sin embargo la
linea Veg se caracteriza por presentar un gran numero de flores masculinas.
Ambas variedades fueron cedidas por el Dr. Harry Paris (Newe Ya'ar Research
Center Agricultural Research Organization, Israel).

— Lageneracién F1y dos poblaciones F2 del cruce Bog x Veg.

— Dos poblaciones F2 procedente de la autofecundacion del hibrido Cavili.

— Diferentes familias F3 descendientes del cruzamiento inicial Bog x Veg.
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I11.2.2.1. Siembra

La siembra se realizd en el vivero Vitalplant. Las semillas de las distintas
variedades se pusieron en varias bandejas de 96 alveolos. Las plantulas (Figura 9) se

recogieron cuando tenian la primera hoja verdadera.

Figura 9: Plantulas de calabacin.

I11.2.2.2. Plantacion

Las plantas se trasplantaron en el invernadero colocandolas en un marco de
plantacion de 1 x 0.5 m.
En la Figura 10 se presenta un croquis de la disposicién en el invernadero de las

distintas poblaciones y lineas estudiadas.
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Cavili F2.1

Bog
Cavili F2.2

Bog x Veg F3

Cavili F1 Bog x Veg F1

Veg

ENTRADA

Figura 10: Esquema de la plantacion de las diferentes poblaciones en el invernadero.

I11.2.2.3. Cuidados, poda y limpieza de las plantas

La poda que se realizé fundamentalmente fue la eliminacién de tallos secundarios,
ya que el material vegetal (F2) procedente del cruce Bog x Veg presentaba una fuerte
tendencia a la proliferacién de tallos secundarios. También se realizé una poda sanitaria,
en la que se eliminaron hojas viejas y hojas infectadas principalmente con oidio

(Sphaerotheca fuliginea). También se arrancaron los frutos podridos.

Conforme se iban evaluando las distintas plantas de cada variedad, se fueron
arrancando para que las restantes tuvieran un mejor desarrollo y se pudieran evaluar

mejor. De esta manera el fenotipado de las plantas fue mas escalonado y se pudo realizar
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mejor. Algunas plantas se tuvieron que entutorar para facilitar el paso entre ellas para

poder analizarlas y manejarlas mejor.
I11.2.2.4. Tratamientos fitosanitarios

Los productos fitosanitarios que se tuvieron que utilizar en nuestro cultivo de

calabacin figuran a continuacién en la Tabla 7.

Tabla 7: Productos fitosanitarios utilizados en nuestro cultivo de calabacin. (Fuente: Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente).

I I A

Fungicida Azufre 80% Oidio, arafia roja y otros acaros

Fungicida Ciproconazol 10% Oidio

Fungicida Azoxystrobin 25% Oidio

Insecticida  Flonicamid 50% Pulgén

Insecticida Imidacloprid 20% Pulgén y mosca blanca
Marina Marta Martos Fuentes Material y métodos
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I11.3. TOMA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para poder evaluar las plantas antes de nada se numeraron y se marcaron todas

con escapularios (Figura 11).

Figura 11: Numerando las plantas.

I11.3.1. Efecto de la poda de flores femeninas sobre la

expresion sexual

En nuestro cultivo de calabacin lo primero que se realizé fue el aclareo de flores
femeninas en la linea pura Bog. Este aclareo se hizo con el propésito de ver como
afectaba en el desarrollo sexual de la planta. Las plantas se sometieron a tratamientos
que consistieron en el aclareo de flores femeninas en los siguientes estadios (Figura 12):

— Flores pequenas, flores entre 2 y 4 cm de largo.
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— Flores en preantesis, flores de pétalos cerrados que amarillean, pero que todavia
no habian alcanzado la antesis.

— Flores en antesis, flores totalmente desarrolladas y abiertas.

Figura 12: Estadios de desarrollo de las flores femeninas que fueron utilizadas en el aclareo. 1: Flor
pequeia (2-4 cm de tamaiio). 2: Flor en preantesis. 3: Flor en antesis.

Este aclareo se realizd durante 3 y 4 semanas y sobre 8 nudos dependiendo del
tratamiento y el desarrollo de la planta. Cada tratamiento estaba separado en varias
lineas diferentes y en cada linea habia 10 plantas. Como control se utilizaron plantas

donde no se procedio al aclareo de flores femeninas.

Una vez podadas las plantas de manera diferencial se procedié a evaluar su
expresion sexual en el tallo principal de cada una de las plantas siguiendo la metodologia

gue se describe en el apartado Il1.3.5.

Marina Marta Martos Fuentes Material y métodos
42

——
| —



Segregacion de la expresion sexual y la andromonoecia en poblaciones F2 y F3 de diferentes
cruzamientos de calabacin

I11.3.2. Fenotipado de las flores

En calabacin se han observado que en determinadas condiciones climaticas (altas
temperaturas) las plantas pueden presentar flores femeninas, flores con tendencia a la
bisexualidad y flores bisexuales. Estos fenotipos sexuales de las flores se valoraron seguin
el grado de desarrollo que presentaron los estambres, obteniéndose de esta manera tres
grupos diferenciados (Figura 13):

— Flores femeninas o flores tipo 0: aquellas sin desarrollo de estambres.
— Flores bisexuales tipo 1: flores con un desarrollo incipiente de estambres.

— Flores bisexuales tipo 2 - 3: flores con un desarrollo completo de las anteras.

Figura 13: A: Flor femenina (tipo 0). B: Flor con tendencia a la bisexualidad (tipo 1). C: Flor bisexual (tipo
2-3).

Las flores femeninas se caracterizan por poseer un peciolo corto y engrosado, un
ovario infero, los pétalos maduros son grandes anaranjados y los sépalos son muy

pequenos.

Las flores bisexuales se diferencian de las femeninas en que estas comienzan a
desarrollar un poco del tercer verticilo, androceo, es decir, aunque estos estambres no

estan totalmente desarrollados. Estas flores no son claramente bisexuales ya que
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dependen mucho de las condiciones ambientales del cultivo, principalmente las altas

temperaturas.

Las flores bisexuales tienen estambres claramente desarrollados a la vez que los
carpelos. También tienen un desarrollo del ovario mas avanzado (Figura 14) respecto a los
demas érganos florales. Cuando estas flores llegan a antesis (aunque muchas de ellas no
llegan a abrirse) el ovario es mucho mas grande que el ovario de cualquier flore femenina

en antesis.

El fenotipado de flores se realizé en las generaciones F2 y F3 de Bog x Veg y las
poblaciones F2 de Cavili durante tres semanas. Segun el desarrollo de cada planta, se
tomaron por cada planta entre cuatro y siete flores en antesis o en preantesis en las
bisexuales, ya que no llegaban a abrirse. A partir del fenotipo de las flores de cada planta,
se determind el indice de andromonoecia por planta, considerando los valores 1, 2 y 3
para flores femeninas, parcialmente bisexuales y bisexuales respectivamente. De este
modo las plantas se pudieron clasificar segun el indice de andromonoecia en monoicas,
intermedias y andromonoicas. Siendo las monoicas las que tuvieran un indice entre Oy 1,

las intermedias entre 1y 2 y las andromonoicas entre 2 y 3.
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Figura 14: Diferencia del ovario asociado a los distintos fenotipos florales. 1: Flor femenina. 2: Flor con
tendencia bisexual. 3: Flor bisexual.

I11.3.3. Crecimiento de los 6rganos florales

Se hizo el seguimiento del crecimiento de los érganos florales en la poblacién F2
de Cavili en flores femeninas, bisexuales y masculinas. Este seguimiento se hizo después
de que las plantas de esta poblacion estuvieran clasificadas segun su expresién sexual en

dos grupos: andromonoicas y monoicas.
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Los botones florales se marcaron (Figura 15) cuando los pétalos tenian una
longitud de 4-5 mm. A partir de ahi se midieron cada dos dias hasta que llegaron a
antesis. Para ello se utilizd un calibre digital y una regla. Se midieron en total 15 flores de

cada tipo (masculinas, femeninas y bisexuales).

Figura 15: Seguimiento del crecimiento de una flor femenina hasta su antesis.

I11.3.4. Comparacion del crecimiento de los 6rganos florales en

las poblaciones F2 de Caviliy de Bog x Veg

Para comparar el crecimiento de los distintos drganos florales entre los distintos
tipos de flores se tomaron en campo diferentes muestras de las F2 de Cavili y Bog x Veg.

Se recogieron flores masculinas, femeninas y bisexuales en diferentes estadios de
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desarrollo, y se congelaron para medir después detenidamente cada uno de sus érganos

florales.

En las flores congeladas (Figura 16), se midieron sus érganos florales con un
calibre digital y una regla. Se midid la longitud de los pétalos, sépalos, pistilo y estambres,
y del ovario a parte de su longitud también se tuvo en cuenta el didametro externo y el

diametro del endocarpo.

Figura 16: Medida de los drganos florales en flores femeninas, bisexuales y masculinas. 1: Flores
descongelandose. 2: Detalle de una flor bisexual. 3: Detalle de una flor masculina. 4: Detalle de un ovario.
5: Calibre digital.
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I11.3.5. Expresion sexual de las plantas

Lo ultimo que se hizo en el ensayo de campo fue evaluar la expresidn sexual de las
plantas una vez arrancadas. Para evaluar la expresidon sexual se identificé en el tallo
principal de cada planta, el tipo de flor (masculina, femenina o bisexual) en cada uno de
los 35 primeros nudos. Este fenotipado se hizo en las poblaciones de Bog, y en las
generaciones F2 y F3 de Bog x Veg y la F2 de Cavili, y para ello las plantas se agruparon
segln su indice de andromonoecia en andromonoicas y monoicas. En las plantas
monoicas de la poblacién F2 de Bog x Veg se evalué también la expresién sexual en el

tallo secundario.

A partir de la expresién sexual de cada nudo, se calculé el porcentaje de flores

masculinas y femeninas y la precocidad de la floracidon femenina de cada planta.

I11.3.6. Analisis de segregacion del gen CpACS2/7

Tras secuenciar el gen CpACS2/7 en las lineas puras Bog y Veg se detecté un
cambio nucleotidico traducido a proteina que coincide con una diana para la enzima de
restriccion Taq | (Martinez y Jamilena, sin publicar). Esta mutacién se ha utilizado para
estudiar la segregacién del gen CpACS2/7 en la poblacidén F2 de Bog x Veg, y determinar
su posible cosegregacion con la andromonoecia detectada en la poblacién F2. Para ello
hemos analizado 10 plantas monoicas (indice de andromonoecia = 0) y 10 plantas

andromonoicas (indice de andromonoecia = 2) de la poblacién F2 de Bog x Veg.

Para estudiar esta posible cosegregacién, se aislé ADN de hojas jévenes de cuatro
plantas andromonoicas (cuyo indice de andromonoecia estaba entre 2 y 3) y cuatro
monoicas (cuyo indice de andromonoecia era 0). Se cogieron hojas de entre 3 y 5 cm de

limbo de los apices de las plantas por ser el material del que mejor se puede extraer el
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ADN. Este material fue congelado inmediatamente en campo en nitrégeno liquido y

almacenado hasta su uso en un congelador a -80°C.

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit comercial DNeasy® Plant Mini Kit
(QIAGEN). Tras su purificacion, el ADN se cuantific6 usando el programa Take3 del

Software Gen 5 1.10 Epoch (Biotek) (Figura 17).

Figura 17: Programa Take3 del Software Gen 5 1.10 Epoch (Biotek).

Se utilizaron entre 15 y 35 ng de los distintos ADNs para la realizacién de una
reacciéon en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), que nos
permitiese amplificar el fragmento del gen CpACS2/7 que contenia la mutacién. Los
componentes asi como las condiciones de amplificacion de la PCR se presentan en la

Tabla 8 y Tabla 9, respectivamente. Los primers utilizados en la PCR tienen las siguientes

secuencias:
— Primer Forward (ACS27_2FWD): GGATACAATCAACAGTTTTCGC.
— Primer Reverse (ACS27 RT REV): GGACCGGCTCAAGAAACGATATG.
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Tabla 8: Componentes de la PCR.

Concentracion | Concentracion Volumen
Componentes
stock final (ul)/reaccién
Agua miliQ 30.75
Cl,Mg 25mM 2mM 4
5X Green GoTagq Flexi
5X 1X 10
Buffer
Primer Forward 50 ng/ul 50 ng 1
Primer Reverse 50 ng/ul 50 ng 1
Mezcla de dNTPs 2.5mM/dNTP 200 uM /dNTP 2
ADN molde 10 ng/ul 10 ng 1
Go Taq DNA Polymerase 5U/u 1.25U 0.25
Total 50

Tabla 9: Condiciones de amplificacién de la PCR.

Fase PCR Temperaturas Tiempo Ciclos de repeticion

Desnaturalizacidn inicial 94°C 2 min 1 ciclo
94°C 20s
60°C 30s 35 ciclos
72°C 1 min
Extension 72°C 10 min 1 ciclo
22°C Infinito

La PCR se realizo en el termociclador Gene Amp PCR System 2700 de Applied

Biosystems como se ve en la Figura 18.
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Figura 18: 1: Gene Amp PCR System 2700 donde se realizo la PCR. 2: Programa de PCR disefiado para
amplificar el fragmento de interés del gen CpACS2/7. 3: Tubos de PCR insertos en el bloque del
termociclador.

Los fragmentos amplificados se purificaron con el QlAquick PCR Purification Kit y
se chequed su concentracion y tamafio en gel de agarosa al 1%. De estas purificaciones se
tomaron 200 ng para su digestion con la enzima de restriccion Taqg | (Roche). Las
reacciones de digestiéon se hicieron en un volumen total de 10 pl. Con los siguientes
componentes:

— 1 plL de Buffer 10x de la enzima.

— 0.5 pyL de enzima Taq I.

200 ng de cada PCR purificada.
8.5 uL

— Asgua.

Las digestiones para cada uno de los individuos analizados se realizaron durante
1h a 65°C y posteriormente los resultados fueron analizados en gel de agarosa al 1.3%

(Figura 19).
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Figura 19: Gel de agarosa donde se cargaron las distintas muestras de ADN después de su digestion.

I11.3.7. Analisis estadistico

Por ultimo todos los datos obtenidos se analizaron con el programa de andlisis
estadistico Statgraphics Plus 4.1 donde se realizé un analisis de la varianza (p<0.05) para

un nivel de confianza del 95%.

En los casos necesarios, la comparacion de grupos fue realizada mediante un test
de minimas diferencias de Fisher (LSD). Para ello se analizé previamente la normalidad de
los datos. En caso de que la poblacién de datos no mostrara normalidad, se realizaron
transformaciones cldsicas de forma previa al analisis ANOVA. Ademds se realizaron
analisis de regresién lineal para estudiar la relacidn entre distintas variables obteniendo la

ecuacion, el valor de R?y el P-valor que establece la confianza del estadistico empleado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. ANALISIS DE LA EXPRESION SEXUAL Y LA ANDROMONOECIA EN
LAS POBLACIONES F2 DE CALABACIN

En las poblaciones F2 de Bog x Veg y de Cavili estudiadas, observamos que la
mayoria de las plantas se comportaron como monoicas, es decir, plantas con flores
masculinas y femeninas en el mismo pie. Pero a su vez, hubo un por porcentaje de plantas
gue se comportaron como andromonoicas, donde las plantas tenian flores masculinas,
femeninas y bisexuales. Se ha observado que la temperatura es un factor muy influyente
en la aparicion de los distintos fenotipos florales, de tal manera que las altas

temperaturas propiciaron la formacion de flores bisexuales.

Para evaluar la andromonoecia de las distintas plantas de las poblaciones de
calabacin se valoraron las flores segin el grado de desarrollo que presentaron los
estambres, obteniéndose de esta manera tres grupos diferenciados. (Figura 20):

— Flores femeninas o flores tipo 0: aquellas sin desarrollo de estambres.
— Flores bisexuales tipo 1: flores con un desarrollo incipiente de estambres.

— Flores bisexuales tipo 2 - 3: flores con un desarrollo completo de las anteras.
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Figura 20: A: Flor femenina (tipo 0). B: Flor con tendencia a la bisexualidad (tipo 1). C: Flor bisexual (tipo

2-3).

El fenotipado de las flores se realizd en las generaciones F2 y F3 de Bog x Veg y las
poblaciones F2 de Cavili durante tres semanas. A partir del fenotipo de las flores de cada
planta, se determind el indice de andromonoecia por planta, considerando los valores 0,
1, 2 y 3 para flores femeninas, parcialmente bisexuales y bisexuales respectivamente. De
este modo las plantas se pudieron clasificar segin el indice de andromonoecia en
monoicas, intermedias y andromonoicas. Siendo las monoicas las que tuvieran un indice

entre 0y 1, las intermedias entre 1y 2 y las andromonoicas entre 2 y 3.

IV.1.1. Efecto de la expresion sexual sobre la andromonoecia

Puesto que la expresiéon sexual de calabacin, es decir el nimero de flores
femeninas y masculinas por planta, y la aparicion de flores bisexuales en plantas
andromonoicas, se producen por una disminucién en la produccidon o sensibilidad al
etileno (Manzano y col., 2010; 2011), en este proyecto hemos estudiado si las plantas
andromonoicas observadas en las poblaciones F2 de Bog x Veg y de Cavili estan asociadas
con una mayor o menor produccién de flores con ovario (femeninas y bisexuales). Los
resultados de ambas poblaciones no indican la existencia de correlacién entre ambos
caracteres (Figura 21). De hecho, aunque en las plantas andromonoicas e intermedias de

la poblacién F2 de Bog x Veg el numero de flores femeninas era algo mayor, éste varié
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entre 40 y 95%. Ademas, en las plantas completamente monoicas que no mostraron
ninguna flor bisexual (indice andromonoecia = 0), su porcentaje de flores femeninas por
plantas vario entre el 20 y el 98%. (Figura 21). Tampoco hemos detectado diferencias
significativas para el numero de flores femeninas entre plantas de fenotipo monoico,

intermedio y andromonoico (Figura 22).

Todos estos datos demuestran que la aparicidn de flores bisexuales en algunas de
las plantas de las poblaciones F2 estudiadas no parece depender de su expresion sexual.
Manzano y col. (2010) demostraron que el nimero de flores femeninas y masculinas por
planta en la poblacidn F2 de Bog x Veg dependia de la sensibilidad al etileno conferida por
el gen CpWEI (Cucurbita pepo WEAK ETHYLENE INSENSITIVE) de tal forma que las plantas
mutantes para este gen muestran un fenotipo mds androico. Nuestros datos de
correlacién entre el indice de andromonoecia y la expresién sexual indican claramente
que la aparicién de flores bisexuales en las plantas mas andromonoicas no depende del
gen CpWEI en esta misma poblacién F2 procedente del cruzamiento Bog x Veg. En la F2
de Cavili, donde la variacién en el numero de flores femeninas por planta fue mucho
menor (Figura 21), tampoco se observa ninguna correlacion con el indice de

andromonoecia de las plantas.
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Figura 21: Correlacion entre el indice de andromonoecia y el porcentaje de flores femeninas por planta en
dos poblaciones F2 de calabacin. A: Poblacion F2 de Bog x Veg. B: Poblacién F2 de Cavili.
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Figura 22: Comparacion del nimero de flores femeninas en plantas monoicas, intermedias y
andromonoicas de dos poblaciones F2 de calabacin. A: Poblacién F2 de Bog x Veg. B: Poblacién F2 de
Cavili.
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IV.1.2. Relacion entre la expresion sexual en el tallo principal y

secundarios

En la poblacién F2 de Bog x Veg se evalud la expresién sexual de las plantas tal y
como se describe en el apartado 111.3.5, identificando en el tallo principal de cada planta,
el nimero de flores femeninas y masculinas que habia en los 35 primeros nudos. Esta
operacion también se realizé en uno de los tallos secundarios de 12 plantas monoicas.
Esto nos ha servido para ver la relacién que existe entre la expresion sexual del tallo
principal y del secundario, en cuanto al porcentaje de flores femeninas y la precocidad de

la floracion femenina (Figuras 23, 24 y 25).

Este analisis se ha realizado Unicamente en la poblacién F2 de Bog x Veg por
tratarse de plantas que producen tallos secundarios. No ocurre asi en los descendientes

del hibrido Cavili, por lo que no ha sido posible estudiar esta relacién en este caso.
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Figura 23: Porcentaje de flores femeninas en los tallos principales y secundarios de cada una de las 12
plantas monoicas analizadas en la poblacion F2 de Bog x Veg. Cada una de las plantas mostré diferentes
porcentajes de flores masculinas por planta.
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La Figura 24 muestra la correlacion entre el porcentaje de flores femeninas en el
tallo principal y el secundario de las plantas de calabacin de la poblacién F2 de Bog x Veg.
Como vemos el coeficiente de regresion R? esta cerca de 0.8 y el P-valor es menor de
0.01, lo que implica una relacion clara entre las dos variables analizadas. Esta informacién
es muy recomendable tenerla en cuenta a la hora de la mejora y seleccion de plantas para

obtener plantas muy productivas, con alto porcentaje de flores femeninas.

100
*e

90 -
*

80 /

70 / ¢

- - ©

/

secundario (%)

Porcentaje de flores femeninas en el tallo

50
/ y = 0.9702x + 3.4007
40 3 R*=0.7574
30 P-valor =0.0002
20
10 *
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
\ Porcentaje de flores femeninas en el tallo principal (%) y

Figura 24: Correlacion entre el porcentaje de flores femeninas en el tallo principal frente al tallo
secundario en 12 plantas de la poblacion F2 de Bog x Veg.

En cuanto a la precocidad de la floracién femenina, es decir el nimero de nudos
hasta la aparicion de la primera flor femenina, el tallo principal es normalmente menos
precoz que los tallos secundarios (Figuras 25 y 26), aunque el tallo secundario tiende a ser

mas precoz cuanto mas lo es el principal (Figura 26).
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Figura 25: Precocidad de la floracion femenina de los tallos principales y secundarios de las 12 plantas
monoicas analizadas en la poblacién F2 de Bog x Veg. Se muestra el porcentaje de flores masculinas en
cada una de las plantas analizadas.
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Figura 26: Correlacion entre la precocidad de la floracion femenina en el tallo principal y el secundario en

12 plantas de la poblacion F2 de Bog x Veg.
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Todos estos resultados indican que la evaluacién de la expresién sexual en el tallo
principal es suficiente para conocer la expresién sexual en toda la planta. Aunque esto no
es muy util en calabacin, pues en este caso la produccion se da Unicamente en el tallo
principal, este resultado es de gran importancia para la mejora genética de otros

morfotipos de C. pepo con gran cantidad de tallos secundarios.

1V.1.3. Efecto de la poda de flores femeninas sobre la expresion

sexual de calabacin

Estudios recientes del calabacin demuestran que la producciéon de etileno se
acumula principalmente en las flores femeninas (Manzano y col., 2010; 2011). Puesto que
la expresion sexual de las plantas se decide en el meristemo apical de la planta, Manzano
(2009) ha propuesto un modelo en el que el etileno producido por las flores femeninas en
desarrollo podria afectar al meristemo apical de la planta. Ademas, estudios en la especie
Cucurbita texana han indicado que la poda de flores femeninas puede alterar la expresion
sexual de esta especie (Krupnick y col., 1999). En este trabajo estudiamos si la poda de
flores femeninas en diferentes estadios de desarrollo puede afectar a la expresidn sexual
de la linea pura Bog. Para ello, las plantas de Bog se sometieron a varios tratamientos,
gue consistieron en el aclareo de flores femeninas en los siguientes estadios de desarrollo
(Figura 27):

— Flores pequenas, flores entre 2 y 4 cm de largo.
— Flores en preantesis, flores de pétalos cerrados que amarillean, pero que todavia
no habian alcanzado la antesis.

— Flores en antesis, flores totalmente desarrolladas y abiertas.

El aclareo se inicié en el nudo 18 del tallo principal, y terminé en el nudo 28. Las

plantas control no se sometieron a ningun tipo de aclareo.
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Figura 27: Estadios de desarrollo de las flores femeninas que fueron utilizadas en el aclareo. 1: Flor
pequeia (2-4 cm de tamaiio). 2: Flor en preantesis. 3: Flor en antesis.

Los resultados obtenidos indican que el aclareo de flores femeninas no altera
significativamente la distribucién de flores masculinas y femeninas por planta en el tallo
principal de calabacin (Figura 28), ni el numero de flores masculinas y femeninas por
planta en el tallo principal (Figura 29), aunque el aclareo de flores en preantesis parece
gue aumentd la femeinizacién de los nudos 21 y posteriores. Por tanto, al contrario de lo
que ocurre en C. texana (Krupnick y col., 1999), el aclareo de flores femeninas en C. pepo

no parece alterar su expresion sexual.
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Figura 28: Efecto del aclareo de flores femeninas en la expresion sexual de la linea pura Bog. A: Plantas
control. B: Plantas con el aclareo de flores en antesis. C: Plantas con el aclareo de flores en preantesis. D:
Plantas con el aclareo de flores pequeias. Las barras indican el porcentaje de flores femeninas (rojo),
masculinas (azul) y nudos sin flor (verde) en cada uno de los nudos de la planta posteriores al tratamiento
de aclareo.

Para confirmar que no hay diferencias significativas entre unos tratamientos vy

otros, como se puede observar en la Figura 29, se hizo un analisis estadistico donde se
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comprobd que efectivamente la expresidn sexual (porcentaje de flores femeninas vy

masculinas) de las plantas sometidas a los distintos tratamientos de aclareo, no varia

frente al control. Por lo que en esta poblaciéon Bog, la poda de flores femeninas no

repercute en una feminizacidon y masculinizacién de la planta en los nudos siguientes al

aclareo.
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Figura 29: Efecto del aclareo de flores femeninas sobre el porcentaje de flores femeninas y masculinas en

plantas de calabacin del genotipo Bog.
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IV.2. CRECIMIENTO DE LOS ORGANOS FLORALES EN LOS DISTINTOS
TIPOS DE FLORES

IV.2.1. Comparacion del crecimiento del ovario y los pétalos en

flores femeninas, bisexuales y masculinas

De acuerdo con resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Pefiaranda
y col., 2007; Manzano y col., 2011), las flores bisexuales de calabacin se caracterizan por
tener un ovario mucho mds grande que las flores femeninas, incluso en flores cuyos
pétalos estan todavia verdes y no han llegado a abrirse. Las flores bisexuales que hemos
identificado en las plantas de las poblaciones F2 del cruzamiento Bog x Veg y
descendientes de la autopolinizacién de Cavili mostraron también el mismo fenotipo
(Figura 30). Con el fin de conocer si estas diferencias en el desarrollo de los pétalos y
ovarios estan asociadas con diferentes tasas de crecimiento de los érganos, se hizo un
seguimiento del crecimiento de las flores de la poblacién F2 de Cavili, desde que los
pétalos de las flores tenian una longitud de 4-5 mm, hasta que llegaban a antesis. El
estudio se realizé en un total de 15 flores de cada tipo (masculinas, femeninas vy

bisexuales).
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Figura 30: Flores femeninas (1) y bisexuales (2) en la poblacién F2 de Cavili.
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Los resultados han demostrado que los pétalos y ovarios de flores femeninas y
bisexuales tienen diferentes tasas de crecimiento longitudinal (Figura 31). En los primeros
ocho dias, las tasas de crecimiento de flores bisexuales y femeninas fueron muy similares
(Figura 31). A partir del dia 8, sin embargo, los ovarios de las flores bisexuales crecieron a
una tasa significativamente mayor que los de las flores femeninas, mientras que los
pétalos de las flores bisexuales mostraron una menor tasa de crecimiento longitudinal

que en las flores femeninas (Figura 31).

Se evidencia claramente que los pétalos de las flores bisexuales no se desarrollan
a la par que su ovario, si no que llevan un retraso que hace que estas flores se diferencien
a simple vista de las femeninas, dado que en las femeninas se observa cémo el ovario
crece al mismo tiempo que se estdn desarrollando y madurando los pétalos y el pistilo.
Sin embargo vemos que las flores en un principio se desarrollan igual sin apenas
diferencias entre las bisexuales y las femeninas, es a partir del dia 8 cuando las bisexuales
comienzan a desarrollar el ovario mds rdpidamente que sus pétalos respecto al
crecimiento del ovario de las flores femeninas. A partir del dia 14, los pétalos de las flores
bisexuales apenas crecen, lo que conlleva que en muchas de estas flores los pétalos no
lleguen a madurar y a abrirse, aunque el ovario siga creciendo con una tasa ligeramente

menor (Figura 31).
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Figura 31: Comparacién del crecimiento longitudinal de pétalos y ovarios en las flores femeninas y
bisexuales de la poblacion F2 de Cavili. El final de cada una de las curvas indica el tiempo de antesis o
apertura de la flor. Noétese que las flores bisexuales tardan mds tiempo que las bisexuales en alcanzar la
antesis, y muchas de ellas no llegan a abrirse después de 18 dias.

El crecimiento de los pétalos en las flores masculinas (Figura 32) coincide con lo
observado por Pefiaranda (2010). Los pétalos de las flores masculinas crecieron a una tasa
menor que las femeninas y tardaron unos 6 dias mas que las femeninas en alcanzar la
antesis. La longitud de los pétalos maduros de las flores masculinas fue mayor que la de
las flores femeninas y bisexuales (Figuras 32 y 33). El crecimiento de los pétalos de las
flores bisexuales, por tanto, tuvo un comportamiento intermedio entre flores femeninas y

masculinas (Figura 32).
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Figura 32: Comparacion del crecimiento de los pétalos en flores femeninas, bisexuales y masculinas de la
poblacién F2 de Cavili.

Figura 33: Diferencia entre los pétalos de las distintas flores. 1: Flor femenina. 2: Flor masculina. 3: Flor
bisexual.
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Puesto que las flores bisexuales de calabacin parecen originarse como
consecuencia de una disminucidon de etileno en los botones florales femeninos, lo que
causaria el arresto del crecimiento de los estambres (Pefiaranda, 2010; Manzano y col.,
2011), estos resultados indicarian que el etileno de los botones florales femeninos
también podrian regular el crecimiento y maduracion de los pétalos, asi como el
crecimiento del ovario. Los frutos que originan las flores bisexuales, de hecho, son
partenocarpicos, pues se desarrollan en ausencia de polinizacion ni tratamientos
hormonales. Este crecimiento partenocarpico de los frutos requeriria una disminucién de
etileno en las flores femeninas tal y como se ha demostrado al comparar la produccién de
esta hormona en variedades partenocdrpicas y no-partenocarpicas de calabacin

(Manzano y col., 2010).

1V.2.2. Coordinacion en el crecimiento de los 6rganos florales

Para estudiar la coordinacion en el crecimiento de los 6rganos en flores
femeninas, bisexuales y masculinas, hemos medido los érganos de flores en diferentes
estadios de desarrollo. En comparacidn al crecimiento longitudinal de los pétalos, la tasa
de crecimiento longitudinal del ovario en las flores bisexuales de las poblaciones F2 de
Bog x Veg y descendientes de Cavili fue mayor que en la flores femeninas (Figura 34). En
la poblacién F2 Bog x Veg por cada milimetro que crecen los pétalos, el ovario de las
flores bisexuales crecié 1.2mm y sin embargo el ovario de las femeninas 0.4mm (Figura
34A). En la poblacion F2 de Cavili (Figura 34B), es mds pronunciado este crecimiento dado
gue por cada milimetro que crecieron los pétalos, el ovario de las flores bisexuales crecié
2.1mm vy el ovario de las femeninas 1.5mm. Esta diferencia entre las dos poblaciones

puede deberse a que el morfotipo Cavili es mas alargado que el de Bog x Veg.
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Figura 34: Comparacion del crecimiento longitudinal de pétalos y ovario en flores femeninas y bisexuales
de distintos tamaiios. A: En la poblacion F2 de Bog x Veg. B: En la poblacion F2 de Cavili.

Para estudiar el crecimiento transversal del ovario se hicieron dos medidas:

diametro externo del ovario y diametro del endocarpo, que es donde se sitla la placenta

con los ovulos (Figura 35). El crecimiento transversal del ovario respecto a los pétalos

también fue mayor en las flores bisexuales que en las flores femeninas. De hecho, en la
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poblacion F2 de Bog x Veg (Figura 36A) vemos que el didmetro del ovario de las flores
bisexuales, por cada milimetro que crecen los pétalos, crece 0.67 mm frente a las
femeninas en las que el ovario solo crece 0.24 mm. Por otro lado en la poblacion F2 de
Cavili (Figura 36B) no se observa una diferencia tan grande entre los didmetro de los
ovarios de las flores bisexuales y femeninas, ya que el diametro del ovario de las
bisexuales, por cada milimetro que crecen los pétalos, crece 0.62 mm y las femeninas
0.51 mm. Esta diferencia entre las dos poblaciones se debe a que el morfotipo del fruto
de Bog x Veg crece mas a lo ancho (diametralmente) que a lo largo (longitudinalmente),

como hace el morfotipo de Cavili (Figura 37).

Diadmetro externo

Diametro
del endocarpo

Figura 35: Diametro externo y didmetro del endocarpo de un ovario de calabacin.
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Figura 36: Comparacion del crecimiento transversal del ovario respecto a los pétalos en flores bisexuales
y femeninas. A: En la poblacion F2 de Bog x Veg. B: En la poblacion F2 de Cavili.
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Figura 37: Diferencias entre los morfotipos de los frutos de las poblaciones F2 de Bog x Veg y Cavili. F2 de
Cavili: 1: Flor femenina, 2: Flor bisexual. F2 de Bog x Veg: 3: Flor bisexual, 4: Flor femenina.

Lo que mas contribuye al crecimiento transversal del ovario es el endocarpo
(Figura 38). De hecho, en las flores bisexuales hemos detectado que el crecimiento del
endocarpo frente al crecimiento de los pétalos fue significativamente mayor en las flores
bisexuales que en las femeninas, especialmente en la poblacion F2 de Bog x Veg (Figura

38A).
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Figura 38: Comparacion del crecimiento del diametro del endocarpo respecto a la longitud de los pétalos
en flores bisexuales y femeninas. A: En la poblacion F2 de Bog x Veg. B: En la poblacion F2 de Cavili.

Tal y como hemos observado, el crecimiento longitudinal y transversal del ovario

de las flores bisexuales es mayor que el de las flores femeninas. Sin embargo, el

crecimiento del estilo y estigma respecto a la de los pétalos fue muy similar en flores

femeninas y bisexuales (Figura 39). Aunque hemos detectado una correlaciéon positiva
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entre el crecimiento de los pétalos y el crecimiento del estilo y estigma en las dos
poblaciones estudiadas. La relacion entre el crecimiento de estos drganos, estilo y
estigma, en los dos tipos florales, femeninas y bisexuales, fue muy similar, es decir, el
patron de crecimiento del estilo y estigma en las flores bisexuales no cambia respecto al
de las flores femeninas. Por tanto, aunque el crecimiento del ovario en las flores
bisexuales crece mas rapido que el de las flores femeninas, el crecimiento del resto del

carpelo (estilo y estigma) es muy similar.
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Figura 39: Comparacion del crecimiento de pétalos y estilo mas estigma en flores femeninas y bisexuales
de distintos tamaiios. A: En la poblacion F2 de Bog x Veg. B: En la poblacion F2 de Cavili.

Por ultimo, y por lo que respecta al crecimiento de los estambres, éste es mucho
menor en las flores bisexuales que en las flores masculinas (Figura 40). Cuando
comparamos el crecimiento de estambres respecto al de los pétalos en las flores
masculinas y bisexuales de las dos poblaciones bajo estudio, y a pesar de que el nimero
de flores masculinas analizadas fue muy bajo, observamos que el coeficiente de regresién
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R? es mayor de 0.8 tanto en las masculinas de la poblacién F2 Bog x Veg (Figura 41A)
como en las de la poblacién F2 de Cavili (Figura 41B), lo que implica una correlacién clara
entre las dos variables analizadas (crecimiento de los estambres frente al crecimiento de
los pétalos). Ademas, el crecimiento de estambres respecto al de pétalos fue mayor en las
flores masculinas que en las bisexuales, al menos en la poblacién F2 de Cavili (Figura 41B),
lo que indica que en las flores bisexuales se ralentiza el crecimiento de los estambres

respecto al crecimiento de pétalos.

Figura 40: Diferencia entre los estambres de una flor bisexual (1) y una flor masculina (2). El circulo indica
los estambres inmaduros de la flor bisexual.
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Figura 41: Comparacion de del crecimiento de los estambres frente a los pétalos en flores bisexuales y

masculinas. A: En la poblacion F2 de Bog x Veg. B: En la poblacion F2 de Cavili.

En su conjunto, todos estos resultados demuestran que la disminucién en la

produccién y/o sensibilidad al etileno que conduce a la formacién de las flores bisexuales

(Manzano y col.,, 2011), no solo afecta al arresto de los estambres, induciendo un

desarrollo parcial de los mismos, sino que aumenta significativamente el crecimiento

transversal y longitudinal del ovario. El crecimiento del ovario en ausencia de polinizacién

Marina Marta Martos Fuentes

81

Resultados y discusion

——
| —



Segregacion de la expresion sexual y la andromonoecia en poblaciones F2 y F3 de diferentes
cruzamientos de calabacin

da lugar a frutos partenocdrpicos que alcanzan un tamaifio comercial. Este tipo de
partenocarpia, aunque podria utilizarse para disminuir el uso de auxinas sintéticas en el
cuajado de los frutos de calabacin, tiene un efecto negativo sobre el desarrollo de
pétalos, estilo y estigma, que hace que estos érganos florales no lleguen a alcanzar la
antesis y la abscision, por lo que estas estructuras quedan unidas al fruto y dan lugar al

sindrome de la flor pegada (Pefiaranda y col., 2007).

IV.3. ANALISIS GENETICO Y MOLECULAR DE LA ANDROMONOECIA
EN CALABACIN

IV.3.1. Control genético de la andromonoecia

Para estudiar el control genético de la aparicién de flores bisexuales o de plantas
andromonoicas, se ha realizado un andlisis genético formal, determinando la segregacion
de este caracter en las poblaciones F2 de Bog x Veg y de Cavili, asi como en las
poblaciones F3 de Bog x Veg. Las plantas de estas poblaciones se clasificaron en
monoicas y andromonoicas de acuerdo con su indice de andromonoecia, y se determind
si su segregacion fenotipica se ajustaba a uno o varios genes utilizando el estadistico
chi-cuadrado (XZ). En este caso las plantas sélo se clasificaron en dos grupos, monoicas
(plantas con un indice de andromonoecia entre 0 y 2) y andromonoicas (plantas con un
indice de andromonoecia entre 2 y 3), dado que el fenotipo intermedio parece depender
de las condiciones ambientales del cultivo (Martinez y col., datos no publicados). Para
establecer las clases fenotipicas consideradas en el analisis estadistico se tuvo en cuenta
el desarrollo de los estambres y su capacidad para producir granos de polen. Cuando los
estambres eran pequenos e inmaduros se le daba el valor de 1 a la flor. Si los estambres
eran mayores de 0.5 cm se les daba el valor de 2 6 3 en funcidén del tamafo y la cantidad

de polen que pudieran presentar.
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La Figura 42 muestra como segregan las plantas monoicas y andromonoicas en la

poblacion F2 de Bog x Veg.

BOG VEG
MONOICA MONOICA

F1 TIPO BOG
%‘ MONOICA

4, 5
Mo 2

F2
Monoecia/Andromonoecia

1546 MONOICAS [ |
Y46 ANDROMONOICAS

\

FEMENINAS BISEXUALES MASCULINAS

Figura 42: Obtencion de la poblacién F2 de Bog x Veg. Fenotipo Bog, plantas muy femeninas, con mas del
60% de flores femeninas. Fenotipo Veg, plantas muy masculinas, con menos del 30% de flores femeninas.
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Para saber el nimero de genes que regulan la andromonoecia en las poblaciones
F2 estudiadas, hemos estudiado Ila segregacién de este cardcter. Si la
monoecia/andromonoecia dependiera de un Unico gen con dominancia completa, las dos
clases fenotipicas segregarian en la F2 en proporciones % y %. El estadistico XZ rechaza la
hipdtesis nula, lo que demuestra que la segregacion en las dos poblaciones estudiadas no

se ajusta a lo esperado para un Unico gen (Tabla 10).

Tabla 10: Analisis de segregacion fenotipica (monoecia/andromonoecia) en las poblaciones F2 de Bog x
Veg y de Cavili.

Plantas observadas Plantas esperadas
Poblacion
m Andromonicas m Andromonicas

125.25 41.75 70.05
188 11 149.25 49.75 146.56 0

La segregacion se ha ajustado a las proporciones 3:1 (monoicas:andromonoicas), que son las proporciones
esperadas si el control de este caracter en la poblacion dependiera de un Unico.

No obstante, cuando las proporciones de plantas monoicas y andromonoicas de
las dos poblaciones F2 estudiadas se ajustan a 15:1, que son las proporciones
esperadas en el caso de que el caracter esté regulado por dos genes con dominancia
completa, el estadistico XZ permite aceptar la hipdtesis nula (Tabla 11). Estos
resultados demuestran que la andromonoecia en estas dos poblaciones esta

controlada por al menos dos genes recesivos (Figura 43).
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Tabla 11: Analisis de segregacion fenotipica (monoecia/andromonoecia) en las poblaciones F2 de Bog x

Veg y de Cavili.
Plantas observadas Plantas esperadas
Poblacion XZ
] ) M
154 13 156.56 10.43 0.67 0.41
188 11 186.56 12.43 0.18 0.675

La segregacion se ha ajustado a las proporciones 15:1 (monoicas:andromonoicas), que son las proporciones
esperadas si el control de este cardacter en la poblacion dependiera de dos genes con dominancia completa.

Monoicas 15/16

Figura 43: Hipdtesis de la segregacion de dos genes en el control de la andromonoecia en calabacin. Por
cada quince plantas monoicas hay una andromonoica.

Las poblaciones F3 de Bog x Veg que evaluamos, procedian de la autofecundacién
de plantas F2 de Bog x Veg con distintos porcentajes de flores femeninas en el tallo
principal (Tabla 12). EI nimero de plantas analizado no es suficiente para realizar ningun
analisis estadistico. No obstante, en las poblaciones F3.4 y F3.5 se ve como en tan solo 10
plantas, que se pusieron de dichas poblaciones, hay 1 y hasta 2 plantas andromonoicas,
por lo que podemos decir que en estas poblaciones se esta fijando el caracter hacia la,

probando el control genético, mas alla del efecto ambiental, del mismo.
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Tabla 12: Segregacion del caracter monoecia/andromonoecia en las distintas poblaciones de la F3 de Bog

x Veg.
(onice Aniromrices
7 0

Bog x Veg F3 | % Flores femeninas parentales

2 25 12 0
3 30 8 0
40 7 2
55 3 1
6 55 6 0

IV.3.2. Analisis de segregacion de la andromonoecia con el gen

CpACS2/7

Martinez y col. (2012) han identificado y clonado un gen de calabacin, CpACS2/7,
homodlogo a los genes CmACS7 y CsACS2 de meldn y pepino, respectivamente. La
mutaciones de falta de funcién en estos dos ultimos genes produce la conversion de
flores femeninas en bisexuales, es decir de plantas monoicas en andromonoicas (Boualem
y col., 2008; 2009). La expresidn especifica del gen CpACS2/7 en las flores femeninas de
calabacin y su menor nivel de expresion en las flores bisexuales de plantas
andromonoicas (Martinez y col.,, 2012) indican que estos tres genes son ortélogos y
comparten, por tanto, la misma funcién en cada una de las especies. Con el fin de
estudiar si la mutacién detectada en el gen CpACS2/7 de Bog (Martinez, datos no
publicados) cosegrega con la andromonoecia, en este proyecto hemos analizado esta
mutacion en 10 plantas monoicas (indice de andromonoecia = 0) y 10 plantas

andromonoicas (indice de andromonoecia = 2) de la poblacién F2 de Bog x Veg.
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El ADN de cada una de las plantas F2 analizadas se utilizé para amplificar un
fragmento del gen CpACS2/7 mediante PCR, y el producto de la reaccion se purificd y se
utilizé para cortar con Taq |, una enzima que pierde su sitio de restriccion en el alelo
mutante de Bog pero no en el alelo silvestre de Veg. Esto origina un marcador tipo CAP
(Cleavage Amplified Polymorphism) que nos permite identificar la mutaciéon en cualquier
poblacién segregante. Tras separar el resultado de la digestidon en un gel de agarosa, en el

parental Veg aparecen 4 bandas y en Bog aparecen 3 bandas (Figura 45).

En la Figura 44 se muestra la diana de la enzima Taq | (Figura 44A) y también se
presenta el mapa de restriccion (Programa NEBcutter 2.0) realizado al digerir con la
enzima Taq | el fragmento amplificado de CpACS2/7 sobre el ADN de la linea pura Veg
(Figura 44B) y Bog (Figura 44C). Como se observa, se generan sobre Veg tres fragmentos
tras la digestién. El primero de ellos es de 315 pares de bases (pb), este fragmento y la
diana que lo genera se encuentra también en Bog (Figura 44 y Figura 45). El segundo
fragmento observado en Veg tiene una tamaiio de 424 pb, que va desde la base 315 a la
739. A continuacién se encuentra un fragmento de 54 pb que debido a su tamafio no se
observa en la Figura 45, donde se muestra el gel. La diana de Taq |, la causante de este
pequeiio fragmento, ha desaparecido en Bog debido a un cambio nucleotidico y da lugar
al diferente patréon de bandas que hay entre Bog y Veg, lo que permite realizar este
analisis de la F2 descendiente del cruce de Bog x Veg. El ultimo fragmento se encuentra
entre la base 793 y la 1259, dando lugar a una banda de 466 pb (Figura 45) que difiere de
la encontrada en Bog, que es de 520 pb, ya que en Bog el ultimo fragmento se encuentra

entre la base 739y la 1259.
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A Taq l
5% TC BBl
3'...A G C‘T...S'
B Veg
315 pb 424 pb 54 pb 466 pb
315 739 793
11 1 1 1 1 L 1 L L 1 f 1 L 1 1 1 L 1 1 | L 1 L 1 L 1259
Primer l ] Primer
Taq |l Taql
Forward Reverse
Taql
c Bog
315 pb 424 pb 520 pb
1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 | 1 1 L 1 1 1259
Primer l I Primer
Forward Taql Tagl Reverse

Figura 44: A: Diana de la enzima Taq I. B: Mapa de restriccion realizado al digerir con la enzima Taq | el
fragmento amplificado de CpACS2/7 sobre el ADN de la linea pura Veg. C: Mapa de restriccion realizado
al digerir con la enzima Taq | el fragmento amplificado de CpACS2/7 sobre el ADN de la linea pura Bog.

(Fuente: Programa NEBcutter 2.0).
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FENOTIPO SEXUAL F2 BOG X VEG

BOG BOG HETERO BOG HETERO HETERO  VEG BOG

MARCADOR BOG  VEG
KILOBASES MARCADOR _ o 1 2 3 4  MARCADOR 5 6 7 8

e
R —

ANDROMONICAS 1 (0)(0) (WX

Figura 45: Genotipado de CpACS2/7 en las plantas andromonoicas y monoicas de la poblacion F2 de Bog x
Veg y de las lineas puras Bog y Veg. En cada una de las plantas analizadas, su ADN se utilizé para
amplificar un fragmento de PCR del gen CpACS2/7 de 1500 pb (PCR). Excepto en el carril que se indica
como PCR, en el resto, el producto de la PCR se digirié con Taq | para identificar el marcador CAP asociado
con la mutacion en el alelo de Bog. B, alelo de Bog. V, alelo de Veg.

En la poblacién F2, ademas de los genotipos homocigotos, se observaron
individuos heterocigotos que mostraban los dos alelos (Figura 44). Ninguno de los dos
alelos cosegregaba con las plantas andromonoicas de la poblacidon F2 (Figura 44). En las
plantas monoicas observamos los tres genotipos posibles. Sin embargo, ninguna de las 10
plantas andromonoicas analizadas era homocigota para el alelo Veg (VV), sino que 8
fueron homocigotas para el alelo Bog (BB), y 2 fueron heterocigotas (VB). De acuerdo con
las leyes mendelianas, la probabilidad de no obtener homocigotos VV entre las 10 plantas
andromonoicas de la F2 es (%)'°= 0.05. Por tanto, es muy poco probable que este sesgo
haya ocurrido por azar, lo que indicaria que el alelo Bog del gen CpACS2/7 no es suficiente
(algunas plantas monoicas lo llevan) pero si necesario para inducir la andromonoecia en
esta poblacién. Por tanto, de los dos genes implicados en la andromonocecia de calabacin
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que hemos identificado en el apartado anterior, uno de ellos podria ser CpACS2/7, lo que
esta de acuerdo con el resto de resultados de expresién (Martinez y col., 2012) que
indican que este gen estd implicado en el control de la monoecia/andromonoecia en C.

pepo.
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA.-  El desarrollo de flores bisexuales en plantas andromonoicas de dos
poblaciones F2 de calabacin no se correlaciona con el nimero de flores
masculinas o femeninas por planta. Por tanto, aunque el nivel de
andromonoecia y la expresion sexual son dos caracteres controlados por
etileno en calabacin, los genes que los regulan ambos procesos deben ser
diferentes. CoWEI, un gen de calabacin que regula la sensibilidad a etileno y el
numero de flores femeninas por planta, no estd implicado en el desarrollo de

flores bisexuales y la andromonoecia de esta especie.

SEGUNDA.- El andlisis de la expresidon sexual en las poblaciones F2 asi como en plantas
de la linea Bolognesse sometidas a diferentes tipos de aclareo de flores
femeninas, ha demostrado que existe una correlacién positiva entre la
expresion sexual de los tallos principales y secundarios de calabacin, y que la
poda de flores femeninas y frutos no produce ninguna alteracién de la

expresion sexual en el tallo principal.

TERCERA.- El desarrollo de estambres en las flores bisexuales de calabacin, no altera el
desarrollo del estilo y el estigma de las flores, pero produce un aumento en la
tasa de crecimiento longitudinal y transversal del ovario. Puesto que estas
flores se producen por una disminucién en la produccién de etileno en los
botones florales femeninos, estos resultados demuestran que el etileno esta

implicado en el desarrollo partenocarpico del ovario en calabacin.

CUARTA.- El analisis de segregacion de plantas monoicas y andromonoicas en las
poblaciones F2 de Bog x Veg y de Cavili indica que la andromonoecia de

calabacin esta controlada por al menos dos genes recesivos.
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QUINTA.- El gen CpACS2/7 de calabacin no cosegrega con la andromonoecia en las
poblacion F2 de Bog x Veg. A pesar de ello, el analisis de segregacién de este
gen y la andromonoecia demuestra que el alelo de CpACS2/7 en la linea pura
Bog no es suficiente pero si necesario para inducir andromonoecia en esta

poblacién.
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