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Resumen 
 
La maduración del fruto es un proceso metabólico y fisiológico complejo, está altamente 
regulado e influye directamente sobre la calidad organoléptica y su valor económico. Un 
compuesto importante es el etileno, y en función de su patrón de síntesis los frutos pueden 
ser divididos en climatéricos y no climatéricos. En los frutos climatéricos ésta hormona 
vegetal coordina y acelera el proceso de maduración a través de la regulación a nivel 
transcripcional y traduccional de varios genes. Las rutas de regulación génica tanto 
dependientes como independientes de etileno coordinan el proceso en ambos tipos de 
maduración, aunque se conoce mucho menos sobre la maduración no climatérica. La 
existencia de variedades de melón con ambos tipos de maduración y el avanzado desarrollo 
de herramientas genéticas y genómicas convierten a esta especie en un buen modelo para el 
estudio de la maduración del fruto.  
 
El QTL eth6.3, objeto de estudio de esta tesis doctoral, fue detectado junto con eth3.5 
durante la caracterización de la línea casi isogénica SC3-5-1 (portadora de los dos QTLs), 
obtenida a partir del cruzamiento entre “Piel de Sapo” (PS) y “Songwhan Charmi” (SC). 
Ambos QTLs son capaces de inducir una maduración climatérica por separado, pero 
cuando están juntos interaccionan produciendo un fenotipo climatérico más fuerte. En este 
trabajo se ha realizado el clonaje posicional de eth6.3 a través del desarrollo de una 
población de mapeo obtenida a partir de un individuo con alelos de PS en homocigosis 
para eth3.5 y segregante para eth6.3. El análisis fenotípico de 15 recombinantes en el 
intervalo del QTL permitió identificar el gen MELO3C016540, miembro de la familia de 
factores de transcripción tipo NAC en melón, como responsable de eth6.3. Para su 
validación se buscaron mutantes en una colección de TILLING con fondo climatérico, 
encontrándose dos familias con mutaciones dentro del dominio NAC que mostraron un 
retraso en el proceso de maduración respecto a frutos no mutados. El análisis de 
MELO3C016540 en un panel con 54 variedades de melón, representativas de la 
variabilidad existente dentro de la especie, reveló una alta conservación en los haplotipos de 
este gen entre variedades con el mismo tipo de maduración que sugiere un papel central en 
la regulación de este proceso. Finalmente, también se inició una nueva aproximación para 
la caracterización de MELO3C016540 mediante el desarrollo de construcciones genéticas 
para su silenciamiento mediante RNAi en líneas portadoras de eth6.3. 
 
De forma complementaria, en la última parte de este trabajo de tesis se ha realizado un 
estudio transcriptómico del fruto de la línea SC3-5-1 y PS a lo largo de la maduración, 
observándose una reprogramación genética global entre frutos maduros de las dos líneas. 
Se encontró expresión diferencial de algunos genes implicados en procesos de maduración 
climatérica como la biosíntesis y señalización de etileno, el reblandecimiento de la pared 
celular y la biosíntesis de compuestos aromáticos, así como genes pertenecientes a las 
familias de factores de transcripción NAC, MADS-box, F-box y HD-zip. 
 
En conjunto, este trabajo ha permitido profundizar en el estudio de la regulación de la 
maduración en melón y comenzar a entender las diferencias entre frutos climatéricos y no 
climatéricos de esta especie. 
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Summary 
 
Fruit ripening is a complex and highly regulated metabolic and physiological process that 
has a great influence in the organoleptic quality and economical value of the fruit. Ethylene 
is the main plant hormone involved in ripening regulation and, depending on its expression 
pattern, fruits can be classified as climacteric and non-climacteric. In climateric fruits, 
ethylene coordinates and accelerates ripening through gene regulation at the transcriptional 
and traslational level. Ethylene-dependent and independent regulation pathways coordinate 
both kinds of ripening, but much less is known about non-climacteric ripening. The 
existence of both climacteric and non-climacteric genotypes and the advances in the 
development of genetic and genomic tools make melon a suitable model for fruit ripening 
studies.  
 
The aim of this doctoral thesis in the study of QTL eth6.3, which was detected along with 
eth3.5 during the characterization of near isogenic line SC3-5-1 (that harbors both QTLs), 
obtained from a cross between “Piel de Sapo” (PS) and “Songwhan Charmi” (SC). Both 
QTLs can induce climacteric ripening on their own, but together they interact producing a 
stronger climacteric phenotype. This work presents the positional cloning of eth6.3 through 
the development of a mapping population obtained from an individual with PS 
homozygous alleles in eth3.5 and segregant in eth6.3. Phenotypic analysis of 15 recombinant 
lines in the QTL interval allowed the identification of MELO3C016540, a NAC-domain 
transcription factor, as responsible of eth6.3. For validation, a TILLING collection in a 
climacteric background was screened for mutants. Two families with mutations in the well-
conserved NAC-domain showed a delay in ripening when compared with wild-type 
individuals. The analysis of MELO3C016540 in a collection of 54 melon varieties 
representing the existing variability within the species revealed that the haplotypes within 
this gene are highly conserved among varieties that show the same kind of ripening, 
suggesting a central role in its regulation. Finally, a new approach for the characterization 
of MELO3C016540 was started by the development of genetic constructions for gene 
silencing mediated by RNAi in lines harboring eth6.3. 
 
Complementarily, a fruit transcriptome study of lines SC3-5-1 and PS during ripening was 
performed, revealing a global genetic reprogramming between ripe fruits from both lines. 
Genes involved in climacteric ripening processes like ethylene biosynthesis and signaling, 
fruit softening, aroma biosynthesis, and transcription factor families NAC, MADS-box, F-
box and HD-zip were differentially expressed.  
 
In conclusion, this work has contributed to increase the knowledge of melon ripening 
regulation and to start uncovering the differences between climacteric and non-climacteric 
fruit ripening. 
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1.1. El melón (Cucumis melo L.) 
 
1.1.1. Taxonomía y filogenia  
 
El melón (Cucumis melo L.) es una dicotiledónea perteneciente a la familia de las 
cucurbitáceas con un genoma diploide y un número cromosómico 2x=2n=24. La familia 
de las cucurbitáceas contiene 130 géneros que incluyen alrededor de 800 especies (Kocyan 
et al. 2007). Algunas de las más comunes y que tienen mayor importancia económica son: 
dentro del género Cucumis el melón y el pepino (C. sativus L.); dentro del género Citrullus la 
sandía (C. lanatus L.) y dentro del género Cucurbita la calabaza (especies C. moschata L. y C. 
máxima L.) y el calabacín (C. pepo L.). En la Figura 1.1 se representa un árbol filogenético 
con 25 especies del género Cucumis, que en total contiene alrededor de 60 especies 
(Sebastian et al. 2010). En este género, el pepino es la única especie con un número 
cromosómico 2x=2n=14 mientras que la mayoría son 2x=2n=24, aunque hay algunas 
especies silvestres 2x=2n=48 (Renner et al. 2007). La compatibilidad reproductiva entre 
especies es compleja (Singh & Yadava 1984) y no siempre depende del número 
cromosómico: por ejemplo C. hystrix (2x=2n=24) es compatible con pepino pero no con 
melón (Chen et al. 1998). 

 
Figura 1.1: Reconstrucción filogenética del género Cucumis. Árbol construido a partir 
de la combinación de secuencias de DNA cloroplástico de 25 especies. El árbol está 
anclado en Muellerargia timonensis, la especie más cercana al género Cucumis (Renner et al. 
2007). Los números indican el soporte del nodo mediante simulación bootstrap según el 
método de máxima parsimonia (superior, 1000 iteraciones) y máxima verosimilitud 
(inferior, 100 iteraciones). Adaptada de Renner et al. (2007).  

pepino

melón
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Se han formulado varias hipótesis que apuntaban a un origen africano para la especie 
C. melo basadas en que el número cromosómico coincide con el de algunas especies 
silvestres africanas mientras que el pepino, de origen asiático, tiene un número 
cromosómico distinto (Kirkbride 1993; Chen et al. 1998). Tras el desarrollo de nuevas 
técnicas de genotipado y secuenciación esta hipótesis ha sido revisada y actualmente se 
considera que el origen del melón es asiático (Sebastian et al. 2010). El momento de 
divergencia entre los ancestros de pepino y melón se estima que sucedió aproximadamente 
hace 10 millones de años, y el origen de la especie C. melo hace 3 millones de años en la 
zona biogeográfica denominada Wallacea (formada por la confluencia de Australia y el 
sudeste asiático) (Sebastian et al. 2010). La diversificación de la especie comenzó en la India, 
considerada como el centro de diversificación primario, y continuó por zonas cercanas del 
sudeste asiático (Japón, China) y la región mediterránea (Afganistán, Irán, Iraq o Turquía), 
que son los centros secundarios de diversificación (Robinson & Decker-Walters 1997; Yi et 
al. 2009). La diversificación de la especie provocó una erosión genética observable en las 
variedades más lejanas al centro de origen (Kerje & Grum 2000; Monforte et al. 2003). 
Gran parte de la expansión que el melón muestra hoy en día se debe a las rutas comerciales 
entre los centros de diversificación y Europa a través de Europa del este, los Balcanes e 
Italia (Pitrat et al. 1999; Szabó et al. 2005). Actualmente se considera a España como un 
centro de diversificación secundario (Esteras et al. 2013). La llegada del melón a América se 
produjo durante el periodo colonial y desde entonces tanto su consumo como su cultivo 
han ido en aumento, promoviendo el desarrollo de nuevas variedades. 
 
Tradicionalmente, el melón ha sido dividido en dos subespecies: melo y agrestis; y ambas 
contienen variedades tanto cultivadas y comestibles como totalmente silvestres (Jeffrey 
1980). Las regiones en las que existe una mayor diversidad dentro de la especie son África y 
Asia, especialmente la India, donde también se concentran la mayor parte de las variedades 
silvestres. Las diferencias morfológicas en la hoja, planta y fruto dentro de la especie C. melo 
son tan grandes que en un principio se clasificaron algunas variedades de melón como 
especies distintas (como C. flexuosus, C. conomon o C. momordica entre otras que ahora se 
incluyen en C. melo). Actualmente se acepta la existencia de dos subespecies, originalmente 
clasificadas según la pubescencia del ovario, con un total de 16 grupos botánicos: 
subespecie agrestis (ovario glabro, grupos conomon, makuwa, chinensis, momordica y acidulus) y 
subespecie melo (ovario piloso, grupos cantalupensis, reticulatus, adana, chandalak, ameri, inodorus, 
flexuosus, chate, tibish, dudaim y chito) (Pitrat 2008).  
 
La filogenia de estos grupos botánicos ha sido estudiada durante los últimos 25 años 
utilizando los marcadores moleculares disponibles en cada momento. En un trabajo 
utilizando 18 microsatélites (SSRs, “Simple Sequence Repeats”), Monforte y colaboradores 
(2003) estudiaron la variabilidad genética en una colección de 27 variedades incluyendo 
representantes de los principales grupos botánicos de las dos subespecies. El análisis de los 
resultados permitió la separación de las variedades en dos grandes grupos que en general se 
corresponden con su clasificación en dos subespecies (Figura 1.2). Recientemente, el 
desarrollo de una plataforma de genotipado masivo de polimorfismos de nucleótido simple 
(“Single Nucleotide Polymorphism”, SNP) permitió la construcción de un árbol 
filogenético con 74 accesiones de melón pertenecientes a 10 grupos botánicos, con una 
gran representación de variedades comerciales de los grupos inodorus y cantalupensis (Esteras 
et al. 2013). Tal y como puede verse en la Figura 1.3, los grupos botánicos más distantes 
entre sí son inodorus y conomon, mientras que otros grupos como momordica, flexuosus y dudaim 
ocupan una posición intermedia entre las subespecies. Dentro de la subsp. melo hay una 
clara separación genética entre los grupos inodorus y cantalupensis. Cabe destacar el hecho de 
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que la mayoría de inodorus presentan frutos no aromáticos, no climatéricos y con alto 
contenido en azúcar, mientras que los cantalupensis son aromáticos, climatéricos y con 
niveles más bajos de azúcar. Además, hoy en día la mayoría de las variedades comerciales y 
de alto interés económico pertenecen a estos dos grupos. 

  
 
Figura 1.2: Filogenia de la especie C. melo L.: Árbol filogenético de 27 accesiones 
de melón construido a partir de su genotipado con 18 SSRs. La subespecie se indica 
mediante color (subsp. agrestis: naranja; subsp. melo: verde; desconocida: gris). En caso de 
estar disponible también se indica el grupo botánico según (Pitrat 2008): subespecie agrestis 
(grupos conomon, makuwa, momordica y sin clasificar) y subespecie melo (grupos cantalupensis, 
reticulatus, chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, dudaim y chito). La distancia genética se indica 
mediante unidades (δμ)2 que son proporcionales al tiempo evolutivo. Adaptado de 
(Monforte et al. 2003).  
 
1.1.2. Importancia económica de la especie 
 
El melón es una especie hortícola muy importante económicamente a nivel mundial, su 
producción en el año 2013, último del que se tienen datos, fue de más de 29 millones de 
toneladas y su valor económico se estimó en 5.137 millones de dólares (FAO 2013, 
faostat3.fao.org). La cifra sigue creciendo de forma estable desde hace más de 25 años 
observándose una tendencia de aumento en el rendimiento gracias al desarrollo de nuevas 
variedades híbridas y a la mejora de los métodos de cultivo que compensa la disminución 
de la superficie cultivada en el mundo (cerca del millón de Ha en 2013). El rendimiento, 
junto con la calidad del fruto y la resistencia a plagas y enfermedades, son los principales 
objetivos de los programas de mejora de melón, de los que se hablará en detalle más 
adelante. 
 
En la lista de mayores productores mundiales, China es el líder con más de 14 millones de 
toneladas, muy distanciado de Irán, Turquía, Egipto y la India, que producen entre 1,7 y 1 
millón de toneladas al año. Por debajo del millón encontramos a Estados Unidos (980.000 
toneladas) y a España, donde se cultivan 26.700 Ha y se producen 857.000 toneladas (FAO 
2013). En cuanto a la exportación, España ocupa el primer lugar con 337.000 toneladas (el 
61% de la producción mundial), principalmente a países como Francia, Alemania, Reino 
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Unido y Holanda. Los siguientes exportadores son Guatemala, Brasil, Estados Unidos y 
Holanda que exportan entre 157.000 y 118.000 toneladas al año (FAO 2012). 

 
Figura 1.3: Filogenia de la especie C. melo L.: Árbol filogenético de 74 accesiones 
de melón a partir de su genotipado con 768 SNPs. El grupo botánico según (Pitrat 
2008) se indica mediante color. Subsp. agrestis: conomon (5 accesiones, naranja), momordica (4 
accesiones, azul claro), acidulus (1 accesión, morado) y agrestis sin clasificar (5 accesiones, 
magenta). Subsp. melo (cantalupensis y reticulatus (11 accesiones, rojo), ameri (3 accesiones, 
verde claro), inodorus (38 accesiones, verde oscuro), flexuosus (3 accesiones, azul oscuro), 
chate (1 accesión, gris oscuro), tibish (1 accesión, gris claro), dudaim (1 accesión, marrón) y 
chito (1 accesión, amarillo). Adaptado de Esteras et al. (2013). 
 
1.1.3. Herramientas genéticas y genómicas disponibles  
 
Debido a la relevancia económica del melón durante los últimos 15 años se han 
desarrollado una serie de herramientas genéticas y genómicas que han ayudado a la 
comprensión de la biología de esta especie, así como a su mejora genética y el desarrollo de 
nuevas variedades. 
 
Una de las primeras herramientas en ser desarrolladas fueron son los marcadores 
moleculares. Se han desarrollado muchos tipos de marcadores moleculares en melón 
incluyendo SSRs y SNPs, que son actualmente los más utilizados ya que existen sistemas de 
detección de alto rendimiento automatizados y además son fácilmente transferibles a 
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programas de mejora vegetal. El desarrollo de marcadores moleculares es fundamental para 
la construcción de mapas genéticos, que en melón se construyen desde hace casi 20 años 
utilizando los distintos tipos de marcadores moleculares disponibles en cada momento. 
Actualmente, el mapa genético de referencia de melón es el publicado por Diaz y 
colaboradores (2011), que condensa en uno solo los diferentes mapas construidos a partir 
de varias poblaciones generadas con distintas variedades por distintos grupos de 
investigación. El mapa consenso contiene 1.592 marcadores moleculares (entre ellos 640 
SSRs y 330 SNPs) distribuidos a lo largo de 12 grupos de ligamiento (GL). El último mapa 
de melón publicado ha sido desarrollado utilizando solamente SNPs (580 marcadores) y ha 
servido para mejorar el anclaje del genoma de referencia (Argyris et al. 2015b). 
 
Uno de los avances más importantes para el estudio del melón es la secuenciación de su 
genoma (Garcia-Mas et al. 2012). Se utilizó una línea doble haploide denominada DHL92 
obtenida a partir del cruzamiento entre la variedad “Piel de Sapo” (PS) T111 (grupo 
inodorus) y la variedad exótica de origen coreano “Songwhan Charmi” (SC) PI 161375 
(grupo conomon). El genoma secuenciado tiene un tamaño de 375 Mbp, que corresponde 
aproximadamente a un 83% del tamaño estimado (454 Mbp, Arumuganathan & Earle 
1991). En la última versión disponible (v3.5.1) el 98% del genoma incluido en los 
“scaffolds” está anclado y el 90% de los “scaffolds” están orientados en los 12 
pseudocromosomas del melón (Argyris et al. 2015b). La anotación del genoma de melón 
v3.5 contiene 27.427 genes, para los que se calcularon más de 22.000 árboles filogenéticos 
usando los genomas de otras 22 especies de plantas y algas, y que están depositados en la 
base de datos PhylomeDB (phylomedb.org, Huerta-Cepas et al. 2014). Recientemente han 
sido resecuenciadas siete variedades de melón, incluyendo los parentales de la DHL92, PS y 
SC (Sanseverino et al. 2015). Además de la secuencia de DNA genómico, también está 
disponible la secuencia del DNA cloroplástico (Rodriguez-Moreno et al. 2011) y el 
RNAoma de pequeño tamaño (“small RNAome”) (Gonzalez-Ibeas et al. 2011).  
 
En melón fueron generadas varias genotecas de BACs (“Bacterial Artificial Chromosome”) 
(Luo et al. 2001; van Leeuwen et al. 2003; Boualem et al. 2008; Martin et al. 2009; Gonzalez 
et al. 2010) que fueron utilizadas para el clonaje posicional de algunos genes de interés y 
para la construcción del primer mapa físico de melón (Gonzalez et al. 2010), utilizado a su 
vez para asistir en el ensamblado del genoma de referencia. 
 
Las colecciones de ESTs (“Expressed Sequence Tags”) disponibles en melón (Gonzalez-
Ibeas et al. 2007; Clepet et al. 2011) suman más de 129.067 entradas que corresponden a 
unos 24.440 unigenes que actualmente se encuentran recogidos en la base de datos de la 
“International Cucurbit Genomics Initiative” (ICuGI, www.icugi.org). Este recurso 
genómico sirvió de base para el diseño de una micromatriz de DNA con 17.510 unigenes 
representados (Mascarell-Creus et al. 2009), que ha sido utilizada en distintos estudios de 
raíz, fruto y resistencia a virus (Saladie et al. 2015; COMAV; CEBAS-CSIC). El 
transcriptoma también ha sido estudiado utilizando tecnología de secuenciación de alto 
rendimiento (RNA-seq) y ha servido para la identificación de marcadores polimórficos 
(Blanca et al. 2011; Blanca et al. 2012) y para análisis de expresión diferencial en distintos 
tejidos (Portnoy et al. 2011; Corbacho et al. 2013). En el capítulo 4.5 se describen con más 
detalle los estudios transcriptómicos, en especial aquellos llevados a cabo sobre el proceso 
de maduración del fruto en melón. 
 
Una herramienta muy importante, especialmente para estudios de genética funcional, son 
las colecciones de mutantes. En melón han sido desarrolladas varias poblaciones de 
mutantes TILLING a partir de variedades comerciales de los grupos reticulatus (Tadmor et 
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al. 2007), cantalupensis (Dahmani-Mardas et al. 2010) e inodorus (Gonzalez et al. 2011), lo que 
facilita la identificación y la transferencia de mutantes interesantes hacia los programas de 
mejora vegetal. El TILLING se explica con más detalle en el capítulo 4.3, en el que se ha 
utilizado esta técnica para la validación del gen candidato para el QTL eth6.3. 
 
1.1.4. Mapeado de QTLs 
 
En los últimos 15 años se han desarrollado un gran número de poblaciones segregantes en 
melón incluyendo F2, retrocruzamientos (“backcross”), líneas doble haploides (“double 
haploid lines”, DHLs) y líneas puras recombinantes (“recombinant inbred lines”, RILs). 
Los dos primeros tipos de población son los más sencillos de obtener pero los individuos 
no pueden ser perpetuados indefinidamente y son poco adecuadas para el análisis de 
caracteres cuantitativos de herencia compleja porque no se puede disponer de réplicas para 
el fenotipado, excepto en especies con reproducción vegetativa y árboles. Las poblaciones 
de DHLs y RILs, en cambio, son inmortales y permiten el mapeo de QTLs (“Quantitative 
trait loci”). Las variedades más frecuentemente utilizadas en la construcción de RILs 
pertenecen al grupo cantalupensis y han sido cruzadas con variedades tipo conomon 
(“Védrantais” x SC, Perin et al. 2002b), momordica (“Védrantais” x PI 124112, Perchepied et 
al. 2005a; “Harukei 3” x “AR 5”, Fukino et al. 2008), otras cantalupensis (“Védrantais” x 
“Isabelle”, Perchepied et al. 2005b) y líneas de mejora híbridas derivadas de cruzamientos 
exóticos (“Top Mark” x “USDA 846-1”, Cuevas et al. 2008). También se han cruzado 
variedades reticulatus por momordica (“Dulce” x PI 414723, Harel-Beja et al. 2010). Hasta la 
fecha no hay poblaciones de RILs con variedades tipo inodorus como parentales, pero sí se 
han utilizado la variedad PS (inodorus) y la variedad coreana SC (conomon) para la obtención 
de poblaciones F2 (Oliver et al. 2001; Gonzalo et al. 2005) y una colección de DHLs 
(Monforte et al. 2004). 

 
 
Figura 1.4: Construcción y genotipado de la población de NILs “Piel de Sapo” x 
“Songwhan Charmi”. Se resume el proceso de construcción de la colección detallado en 
(Eduardo et al. 2005): partiendo de 30 líneas doble haploides (DHLs) obtenidas a partir del 
cruzamiento de los dos parentales y tras cuatro generaciones de retrocruzamientos con PS 
y autofecundaciones, se obtuvo una colección de 57 líneas (de las cuales se representan 49 

PS    x    SC

F1 híbrido

DHLs

Retrocruzamientos

(x PS)

Autofecundaciones

y retrocruzamientos
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en esta figura) que contienen una introgresión del genoma de SC en el fondo genético de 
PS. A la derecha se representa gráficamente el genotipado de 49 NILs utilizando 978 SNPs 
(Argyris et al. 2015a) en el que las filas representan las líneas y las columnas los grupos de 
ligamiento (LG). El color azul claro representa el fondo genético de PS en homocigosis y 
los colores azul oscuro y naranja las introgresiones de SC en homocigosis y heterocigosis, 
respectivamente. En color gris se señalan las regiones en las que no hay datos de 
genotipado. Adaptado de Eduardo et al. (2005) y Argyris et al. (2015a). 
 
Es especialmente relevante para este trabajo de tesis la colección de líneas casi isogénicas 
(“Near Isogenic Lines”, NILs) de melón (Eduardo et al. 2005). Este tipo de población 
consiste en un conjunto de líneas que contienen introgresiones en homocigosis de un 
parental donante en el fondo genético de un parental recurrente, y cuando la colección 
completa representa todo el genoma donante pueden ser consideradas como genotecas 
genómicas de introgresiones solapantes (Eshed & Zamir 1995). Las NILs son un recurso 
muy importante, ya que son líneas homocigotas que permiten el estudio de caracteres 
cuantitativos de herencia compleja como si tuvieran herencia simple, facilitando el mapeo 
de QTLs. La colección de NILs de melón contiene introgresiones de SC (parental donante) 
sobre el fondo genético de PS (parental recurrente) y está formada por 57 líneas que cubren 
el 85% del genoma de SC con un tamaño medio de 41 cM por introgresión (Eduardo et al. 
2005). Recientemente la colección de líneas ha sido genotipada utilizando 978 SNPs, lo que 
supone una mejora sobre el original realizado con 62 SSRs, definiéndose como mayor 
precisión el tamaño de las introgresiones y encontrándose algunas introgresiones 
adicionales inicialmente no detectadas (Argyris et al. 2015a). En la Figura 1.4 se representa 
gráficamente el genotipo de 49 NILs y un resumen del proceso de obtención de la 
colección. 
  
Gracias al desarrollo de poblaciones segregantes como RILs y NILs ha sido posible el 
estudio de numerosos caracteres de interés agronómico y, como se han utilizado variedades 
comerciales como parentales de dichas poblaciones, es posible que los resultados puedan 
ser aplicados en los programas de mejora genética. Un primer grupo de caracteres de 
interés agronómico serían aquellos relacionados con la calidad del fruto. En melón se han 
mapeado QTLs asociados con el peso y la forma (Perin et al. 2002b; Monforte et al. 2004; 
Eduardo et al. 2007; Zalapa et al. 2007; Paris et al. 2008; Diaz et al. 2014), la firmeza y la 
textura (Moreno et al. 2008), el contenido en azúcares y en ácidos orgánicos (Monforte et al. 
2004; Eduardo et al. 2005; Sinclair et al. 2006; Eduardo et al. 2007; Paris et al. 2008; Obando-
Ulloa et al. 2009; Park et al. 2009; Harel-Beja et al. 2010), el color de la pulpa (Monforte et al. 
2004; Fukino et al. 2008; Paris et al. 2008; Cuevas et al. 2009; Harel-Beja et al. 2010), y la 
producción de compuestos volátiles y de otros metabolitos secundarios (Cuevas et al. 2008; 
Harel-Beja et al. 2010; Chaparro-Torres et al. 2015). En melón también se han caracterizado 
QTLs relacionados con la maduración climatérica, muy relevantes para este trabajo de tesis, 
que serán explicados en detalle en el apartado 1.3. Muchos de estos QTLs, junto con otros 
publicados antes de 2011 hasta un total de 370, fueron incluidos en el mapa genético 
consenso construido a partir de mapas anteriores realizados con clases comerciales de 
melón como “Charentais”, “Cantaloup”, “Piel de Sapo”, “Hami melon” y “U.S. Western 
Shipper” (Diaz et al. 2011). 
 
Un segundo grupo de caracteres de interés agronómico serían los relacionados con la 
estabilidad y durabilidad del fruto postcosecha, para los que se también se han localizado 
QTLs en melón (Fernández-Trujillo et al. 2007).  
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Por último, el tercer grupo de caracteres de interés agronómico consistiría en las 
resistencias a plagas y enfermedades, muy demandadas tanto por productores como por 
mejoradores. En melón se han mapeado genes mayores de resistencia a varios virus (Perin 
et al. 2002b; Essafi et al. 2009; Guiu-Aragonés et al. 2014), a hongos responsables de la 
fusariosis (Brotman et al. 2005; Perchepied et al. 2005b) y al oídio (Perchepied et al. 2005a; 
Fukino et al. 2008; Yuste-Lisbona et al. 2011). 
 
1.1.5. Identificación de genes de interés mediante clonaje posicional  
 
Tras la detección de QTLs o genes mayores y su mapeado a una región del genoma del 
melón, el siguiente paso para la comprensión genética de los caracteres es la identificación 
del gen o genes responsables de las diferencias fenotípicas. La estrategia del clonaje 
posicional se basa en la identificación de marcadores genéticos estrechamente ligados al gen 
y a la generación de eventos de recombinación próximos al mismo, de forma que tras 
varios eventos de recombinación e incrementando la resolución del mapa genético, los 
marcadores más ligados al gen son utilizados para la construcción de un mapa físico en el 
que será seleccionado el gen candidato. 
 
Aunque en melón hay disponibles mapas genéticos saturados y una gran cantidad de 
marcadores moleculares, el proceso de clonaje posicional es difícil y, comparado con el 
número de caracteres estudiados el número de genes clonados sigue siendo bajo. Debido a 
la dificultad añadida de estudiar caracteres de herencia compleja, hasta la fecha en melón no 
ha sido clonado ningún QTL, aunque sí algunos genes mayores. En esta especie se han 
clonado los genes mayores Fom-1 y Fom-2 responsables de la resistencia a Fusarium 
oxysporum razas 0,2 y 0,1 respectivamente (Joobeur et al. 2004; Brotman et al. 2013); el gen 
Vat, responsable de la resistencia a la transmisión de virus por áfidos (Pauquet et al. 2004); 
el gen nsv, responsable de la resistencia al virus MNSV (Nieto et al. 2006). Relacionados con 
la fisiología de la flor, han sido clonados los genes a (andromonoecious) y g (gynoecious), 
responsables de la determinación sexual en melón y cuyas combinaciones dan lugar a los 
distintos tipos de flor: AAGG (monoicas, flores masculinas en el tallo principal y 
femeninas en las ramas laterales), aaGG (andromonoicas, flores masculinas en el tallo 
principal y hermafroditas en las ramas laterales) AAgg (ginoicas, sólo flores femeninas en 
ramas laterales) y aagg (hermafroditas, sólo flores hermafroditas en ramas laterales) 
(Boualem et al. 2008; Martin et al. 2009). Recientemente, también han sido clonados los 
genes CmPH, responsable de la acidez del fruto de melón (Cohen et al. 2014); CmOR, que 
gobierna la pigmentación de la pulpa del fruto (Tzuri et al. 2015); y CmKFB, involucrado en 
la pigmentación del exocarpo del fruto (Feder et al. 2015). 
 
Tras la selección de un gen candidato mediante clonaje posicional hay varios métodos que 
pueden utilizarse para su validación. De los genes mayores clonados en melón Fom-1 y 
Fom-2 fueron validados mediante la evaluación de un panel de accesiones; Vat, nsv y CmPH 
y CmKFB mediante expresión heteróloga; CmOR mediante la evaluación de un panel de 
accesiones y expresión heteróloga; y finalmente a y g mediante la obtención de mutantes 
por TILLING. Hasta la fecha ningún gen mayor ha sido validado mediante transformación 
genética en melón debido a la dificultad que conlleva obtener plantas transgénicas en esta 
especie. En el presente trabajo se utilizan como métodos de validación del gen candidato la 
evaluación de un panel de variedades (cap. 4.2), el TILLING (cap. 4.3) y la transformación 
genética (cap. 4.4). 
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1.2. La maduración del fruto 
 
Los frutos son una fuente indispensable de alimento para la humanidad y aportan una gran 
cantidad de nutrientes esenciales para la dieta y beneficiosos para la salud como azúcares, 
fibra, carotenoides, polifenoles, esteroles, vitaminas y ácidos grasos poliinsaturados 
(revisado por Seymour et al. 2013). Por eso, los frutos han suscitado un gran interés entre la 
comunidad científica que ha buscado entender los mecanismos moleculares implicados en 
su desarrollo y maduración para mejorar la calidad del fruto y optimizar las técnicas de 
producción y de manipulación post cosecha (Handa et al. 2014). 
 
Clásicamente, la maduración del fruto ha sido dividida en dos categorías: climatérica y no 
climatérica (McMurchie et al. 1972; Lelièvre et al. 1997). Esta clasificación está basada en la 
presencia de un aumento en la respiración en el fruto acompañada de una rápida 
producción de la hormona vegetal etileno al comienzo de la maduración climatérica. Por 
otro lado, en los frutos no climatéricos, la tasa de respiración y producción de etileno se 
mantienen bajas y el proceso de maduración es más lento. Algunas especies con frutos 
típicamente climatéricos son la manzana, el aguacate, el plátano, la pera, el melocotón y el 
tomate; y especies como la fresa, la uva y las naranjas serían ejemplos de frutos no 
climatéricos. 
 
La maduración del fruto es un proceso complejo y altamente regulado durante el cual se 
producen una serie de cambios fisiológicos y metabólicos con el fin de proteger las semillas 
de las condiciones ambientales y favorecer su dispersión (Giovannoni 2001). Aunque existe 
una gran variabilidad entre especies, la mayoría de los cambios sucedidos en el proceso de 
maduración están relacionados con la síntesis de pigmentos, el desarrollo de sabor y olor, la 
acumulación de azúcares y la modificación de la textura (Hiwasa-Tanase & Ezura 2014). El 
hecho de que ambos tipos de maduración compartan ciertas características indica que 
existen procesos moleculares comunes a pesar de las diferencias en la síntesis de etileno y la 
respiración. En cuanto al sistema de regulación de la maduración, cabe destacar su 
complejidad ya que están implicadas hormonas vegetales, factores de transcripción y 
factores ambientales como la luz y la temperatura (Giovannoni 2004). 
 
Gran parte del conocimiento actual sobre la maduración proviene de trabajos en tomate, 
especie modelo de la maduración climatérica (Alexander & Grierson 2002; Klee 2004). La 
maduración no climatérica, mucho menos estudiada, tiene como especie modelo la fresa. 
En el caso del melón se dan ambos tipos de maduración dentro de la especie, pudiendo 
encontrar frutos climatéricos de la variedad cantalupensis y no climatéricos de la variedad 
inodorus, por lo esta especie representa un buen sistema para el estudio de ambos tipos de 
maduración (Ezura & Owino 2008). La maduración del fruto en melón, tema central de 
esta tesis, será explicada con más detalle en el apartado 1.3. 
 
1.2.1. Biosíntesis de etileno durante la maduración del fruto 
 
El etileno es una hormona vegetal que está implicada en una gran cantidad de procesos 
muy importantes para el desarrollo de la planta (como el desarrollo floral, la determinación 
sexual, la maduración y la abscisión del fruto y la senescencia en diversos órganos 
vegetales) y para los mecanismos de defensa frente a estrés biótico y abiótico (Abeles et al. 
1992). Aunque todas las plantas sintetizan etileno a un nivel basal y como respuesta a 
estrés, en los frutos climatéricos el etileno juega un papel muy importante en la 
maduración. En estos tipos se produce un rápido incremento en la biosíntesis de etileno al 
inicio del proceso de maduración y, mediante una regulación autocatalítica, induce la 
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producción de más etileno, acelerando todos los cambios bioquímicos y fisiológicos que 
dan lugar al fruto maduro (McMurchie et al. 1972).  
 
En las plantas, el etileno se sintetiza a partir del aminoácido metionina en tres reacciones 
consecutivas, representadas en la Figura 1.5: (1) la conversión de L-metionina en 
S-Adenosil-L-metionina (SAM); (2) la conversión de SAM en ácido 1-aminociclopropano 
1-carboxílico (ACC); y (3) la conversión de ACC en etileno (Zarembinski & Theologis 
1994).  
 

 
Figura 1.5: Esquema de la biosíntesis y señalización del etileno. Se representa su 
biosíntesis a partir de L-metionina, su percepción y la transmisión de señal hasta el núcleo, 
en donde desencadena una cascada de factores de traducción (se representan los más 
importantes en tomate) que regulan la expresión de los procesos de maduración del fruto. 
También se representa el control a nivel de estabilidad proteica llevado a cabo por el 
proteosoma 26S. En la parte superior se  representan las interacciones entre los principales 
reguladores transcripcionales descritos en tomate (NOR, RIN, CNR, LeHB-1, LeAP2a, 
TAGL1, LeERF6 y SlNAC4) y el control de la expresión que se ejercen entre ellos o sobre 
las dos principales enzimas biosintéticas de etileno: ACO y ACS. Las líneas con punta de 
flecha y punta roma indican activación e inhibición, respectivamente. Las líneas punteadas 
indican ausencia de evidencia experimental directa. Adaptado de Vegas (2014). 
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La síntesis de etileno a partir de metionina forma parte del ciclo de Yang, esquematizado en 
la Figura 1.6, que recicla la 5-metiltioadenosina, producto secundario de la conversión de 
SAM en ACC, para volver a formar L-metionina (Yang & Hoffman 1984). Las tres 
enzimas que catalizan estas reacciones son, respectivamente: SAM sintasa, ACC sintasa 
(ACS) y ACC oxidasa (ACO), y su regulación es uno de los puntos clave del control de la 
maduración climatérica. El proceso de biosíntesis de etileno en general fue estudiado en 
Arabidopsis aunque su implicación en la maduración del fruto se estudió en tomate (Klee 
2004). En tomate, la familia ACS está compuesta por nueve genes, de los cuales solamente 
dos (LeACS2 y LeACS4) están implicados en la síntesis climatérica de etileno (revisado por 
Lin et al. 2009). La familia ACO en tomate consta de cinco genes, de los cuales LeACO1 es 
la que mayor expresión presenta durante la maduración del fruto, aunque LeACO3 y 
LeACO4 también podrían estar implicados en el proceso (Lin et al. 2009).  
 

 
Figura 1.6 Ciclo de Yang. Se representan esquemáticamente las principales reacciones 
que forman parte del ciclo de Yang, o ciclo de la metionina, en el que el producto 
secundario de la conversión de S-Adenosil-L-metionina en ACC es reciclado en 
L-metionina a través de cuatro reacciones enzimáticas. Las principales enzimas 
biosintéticas de etileno (ACO y ACS) se destacan con círculos. Adaptado de Grierson 
(2014). 
 
La biosíntesis de etileno está regulada a nivel transcripcional y postranscripcional. 
Tradicionalmente, numerosos trabajos han considerado la expresión de ACS como el 
principal punto de control sobre la síntesis de etileno, pero también se han encontrado 
evidencias de que un control similar existe sobre ACO a nivel transcripcional (Lin et al. 
2009). Algunos factores de transcripción implicados son RIN, TAGL1y LeHB-1, de los que 
se hablará más adelante. La regulación postranscripcional, mediante el control de la 
estabilidad de las proteínas, se ha estudiado en el caso de las ACS, que son fosforiladas para 
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evitar su degradación por parte del proteosoma 26S (Liu & Zhang 2004; Joo et al. 2008), 
pero no se conoce si existen mecanismos similares en el control de las ACO. 
 
Los componentes de la ruta de transducción de señal del etileno han sido descubiertos 
gracias al estudio de mutantes en la respuesta a etileno de Arabidopsis (Guo & Ecker 2003) 
pero también han sido identificados los genes implicados en tomate y que se encuentran 
representados en la Figura 1.5 (Giovannoni 2004). El primer paso de la señalización 
consiste en la percepción del etileno por parte de unos receptores de membrana 
denominados ETR (“Ethylene Receptor”). Estos receptores actúan como reguladores 
negativos de la señalización: en ausencia de etileno suprimen activamente la señal de 
etileno. En presencia de la hormona se elimina la supresión y son capaces de transmitir la 
señal al siguiente elemento de la ruta. En tomate se han descrito siete receptores ETR: 
LeETR1, LeETR2, NR, LeETR4, LeETR5, LeETR6 y LeETR7 (Klee & Giovannoni 2011). 
Una mutación en el receptor NR, el primero en ser caracterizado, es la responsable del 
fenotipo del mutante Nr (“Never Ripe”), que muestra una insensibilidad a etileno tanto 
endógeno como exógeno en todos los tejidos analizados, y que inhibe el proceso de 
maduración del fruto (Lanahan et al. 1994; Yen et al. 1995). La expresión de los receptores 
varía según el tejido, siendo NR, LeETR4 y LeETR6 los más abundantes durante la 
maduración del fruto (Klee & Giovannoni 2011). Al unirse a etileno, los ETR interactúan 
con el regulador negativo CTR (“Constitutive Triple Response”), inactivándolo. Los genes 
CTR pertenecen a la familia de MAP-kinasa kinasa kinasa (MAPKKK) y forman parte de la 
cascada de señalización de la hormona (Gao et al. 2015). En tomate la familia CTR consta 
de cuatro genes, de los cuales LeCTR1, LeCTR3 y LeCTR4 muestran expresión específica 
en tejidos del fruto durante el proceso de maduración (Leclercq et al. 2002; Adams-Phillips 
et al. 2004). El resultado de la inactivación de CTR es la activación de un regulador positivo 
llamado EIN2 (“Ethylene Insensitive 2”) (Hirayama & Alonso 2000). EIN2 pertenece a 
familia de transportadores de metales Nramp, su expresión es independiente de etileno y 
no muestra diferencias entre los distintos estadios de desarrollo y maduración del fruto 
(Roman et al. 1995). Algunos autores han propuesto que podría ser un centro de 
integración de la señal de varias hormonas durante el desarrollo en plantas (Cara & 
Giovannoni 2008). El siguiente paso en la ruta de señalización es la activación por parte de 
EIN2 de miembros de la familia de factores de transcripción EIL (“EIL3-like”). En 
tomate, la familia EIL consta de cuatro genes (Tieman et al. 2001), de los cuales solamente 
LeEIL4 muestra expresión dependiente de etileno y los otras tres (LeEIL1-3) son 
reguladores positivos de la respuesta a etileno (Cara & Giovannoni 2008; Yokotani et al. 
2009). Las proteínas EIL controlan la expresión de genes ERF (“Ethylene Response Factor”) a 
través del reconocimiento de motivos PERE (“Primary Ethylene Response Elements”) en 
sus regiones promotoras (Solano et al. 1998). Las proteínas EIL inician una cascada de 
factores de transcripción que incluyen a las proteínas ERF y que tiene como resultado la 
expresión de genes relacionados con la maduración climatérica del fruto. Los genes ERF 
(también referidos como EREBP de “Ethylene-Response Element-Binding Factor”) contienen un 
dominio muy conservado de unión a DNA denominado AP2/ERF a través del cual 
regulan la expresión de genes relacionados con los procesos de maduración climatérica del 
fruto. En tomate se han caracterizado varios ERF como LeERF1-6, LePti4-6 y LeAP2a 
(Tournier et al. 2003; Klee & Giovannoni 2011; Lee et al. 2012), de los cuales LeERF2, 
LeERF3b, LePti4, LeAP2a y LeERF6 muestran acumulación en el fruto maduro. Sharma y 
colaboradores (2010) detectaron 85 genes ERF, de los cuales 57 mostraron expresión 
deferencial entre las diferentes etapas del desarrollo y maduración del fruto en tomate. 
 
En la transducción de señal del etileno la regulación gira en torno a los receptores ETR. Su 
naturaleza de regulador negativo de la maduración y el hecho de que la unión a etileno 
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provoque su degradación sugiere un papel central en la determinación del inicio de la 
maduración y en la sensibilidad a la hormona (Kevany et al. 2007).  
 
1.2.2. Regulación genética de la maduración del fruto 
 
El control del proceso de maduración ha sido objeto de muchos estudios que apuntan 
hacia el etileno como el principal regulador en los frutos climatéricos a través del control de 
la expresión de genes que contribuyen al proceso de maduración, incluida la propia síntesis 
de etileno (Giovannoni 2004; Barry & Giovannoni 2007). Sin embargo, algunos aspectos de 
la maduración del fruto en especies climatéricas no están exclusivamente regulados por 
etileno. En melón, papaya y pera se ha estudiado la relación entre la hormona y los 
diferentes procesos de maduración encontrándose diferencias remarcables entre las tres 
especies. Por ejemplo, el reblandecimiento de la pulpa es totalmente dependiente de etileno 
en pera mientras que en papaya y melón el proceso lo es tan solo parcialmente (Flores et al. 
2001; Hiwasa et al. 2003; Moya-León et al. 2004). La complejidad de los procesos llevados a 
cabo durante la maduración del fruto sugiere la presencia de un sistema de regulación a 
nivel transcripcional que coordine la producción de la hormona dentro del programa de 
desarrollo del fruto (Giovannoni 2004; Klee & Giovannoni 2011). 
 
Gracias al estudio de mutantes para la maduración en tomate, se han podido clonar tres 
factores de transcripción que actúan como reguladores clave del proceso: RIN (“ripening-
inhibitor”), CNR (“Colorless non-ripening”) y NOR (“non-ripening”) (Vrebalov et al. 2002; 
Manning et al. 2006; Klee & Giovannoni 2011). Las mutaciones rin, Cnr y nor dan lugar a 
frutos completamente desarrollados y con semillas fértiles pero que no inician la 
maduración y permanecen en estadio “mature green”. Esto se debe a que se produce una 
inhibición de los procesos característicos de la maduración climatérica del fruto como la 
transición hacia una biosíntesis autocatalítica de etileno, el incremento de la tasa de 
respiración, la degradación de clorofilas y síntesis de pigmentos, el reblandecimiento de la 
pulpa y el desarrollo de aromas (Robinson & Tomes 1968; Tigchelaar et al. 1973; Tigchelaar 
& McGlasson 1978; Thompson et al. 1999; Kovacs et al. 2009). Además, los frutos de los 
tres mutantes no maduran tras la aplicación externa de etileno pero sí se produce un 
aumento de expresión de los genes de respuesta a esta hormona tanto en el fruto como en 
otros tejidos (Giovannoni 2007). Estas características sugieren que el control de estos tres 
factores de transcripción sobre el proceso de maduración climatérica está situado por 
encima del ejercido por el etileno, del que también controlan su biosíntesis, y que 
probablemente sean elementos reguladores muy conservados tanto en frutos climatéricos 
como no climatéricos (Klee & Giovannoni 2011). En la Figura 1.5 se esquematiza el 
control ejercido por estos tres factores de transcripción, junto con el de otros descritos más 
adelante, sobre el proceso de maduración. 
 
RIN (también denominado LeMADS-RIN) codifica para un factor de transcripción de la 
familia MADS-box cuya expresión se localiza en el núcleo y solo se acumula a partir del 
inicio de la maduración (Vrebalov et al. 2002). La proteína RIN forma dímeros y es capaz 
de unirse a motivos CArG en los promotores de más de 200 genes, entre los que se 
incluyen los factores de transcripción NOR, CNR, TDR4 y HB-1, además del propio 
promotor de RIN, y de otros genes relacionados con la biosíntesis de etileno, la producción 
de compuestos aromáticos y la degradación de la pared celular (Ito et al. 2008; Fujisawa et 
al. 2011; Martel et al. 2011; Osorio et al. 2011). Estudios de interacción entre RIN y varios 
genes implicados en la síntesis de etileno sugieren que RIN sería el responsable de la 
transición hacia la biosíntesis climatérica de etileno induciendo directamente la expresión 
de LeACS2 e indirectamente la de otros genes como LeACS4 (Barry et al. 2000; Yokotani et 
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al. 2009; Fujisawa et al. 2011). Estudios en fresa, especie de frutos no climatéricos, 
revelaron que un ortólogo de RIN (FaMADS9) se expresa durante la maduración y que su 
silenciamiento mediante RNAi provoca un retraso en el proceso de maduración, por lo que 
este gen podría representar un mecanismo de control muy conservado entre ambos tipos 
de maduración (Vrebalov et al. 2002; Seymour et al. 2011). En silenciamiento de un 
miembro de la misma familia que RIN también produce un fenotipo similar en arándano 
(especie de maduración no climatérica) (Jaakola et al. 2010). 
 
El mutante Cnr está causado por una mutación epigenética que aumenta el nivel de 
metilación en el promotor de un factor de transcripción de la familia SBP-Box 
(“SQUAMOSA promoter binding protein”) denominado CNR, disminuyendo su 
expresión (Manning et al. 2006). La proteína CNR es capaz de unirse a promotores de la 
familia de genes SQUAMOSA, que son factores de transcripción de la familia MADS-box 
(Huijser et al. 1992). Las proteínas RIN y CNR interactúan controlándose la expresión 
mutuamente, aunque no se conoce el mecanismo, demostrando la gran complejidad de la 
red de regulación de estos factores de transcripción (Martel et al. 2011). 
 
Una mutación en el gen NOR (también denominado SlNAC-NOR), perteneciente a la 
familia NAC de factores de transcripción, es la responsable del fenotipo del mutante nor, el 
menos estudiado de los tres (patente US 6.762.347 B1, Giovannoni 2007). Los genes NAC 
forman una de las familias de factores de transcripción más grandes en Arabidopsis y están 
relacionados con una gran variedad de procesos biológicos como el crecimiento y el 
desarrollo de la planta, la defensa frente a estrés biótico y abiótico, la senescencia y la 
maduración del fruto (revisión por Puranik et al. 2012). Cabe destacar la existencia de otro 
mutante natural en el locus NOR (Patente WO 2009/112546 A1) denominado dfd (“delayed 
fruit deterioration”) en algunas publicaciones, que presenta una larga vida postcosecha y 
una reducción en el reblandecimiento de la pulpa del fruto respecto a los frutos sin mutar. 
La mutación provoca que en los frutos dfd el depósito de cutina continúe durante toda la 
maduración, en contraste con los frutos sin mutar donde el proceso disminuye en las 
últimas fases, reduciendo la pérdida de agua mediante transpiración y manteniendo una alta 
turgencia celular, que a su vez reducen el reblandecimiento de la pulpa (Saladie et al. 2007). 
 
Los factores de transcripción RIN, CNR y NOR juegan un papel central en el control 
global del proceso de maduración pero las interacciones entre ellos y el modo en el que 
actúan es todavía objeto de estudio. La principal hipótesis es que NOR y RIN actúan 
conjuntamente en la regulación de la maduración (Giovannoni et al. 1995; Thompson et al. 
1999) en algún punto por encima del control de CNR (Cara & Giovannoni 2008). 
Recientemente, Osorio y colaboradores (2011) sugirieron que NOR podría regular en un 
orden superior a RIN porque tiene un mayor control sobre la síntesis de etileno y la 
expresión de genes relacionados con la maduración. 
 
Otros factores de transcripción que también están involucrados en la regulación de la 
maduración en tomate son TAGL1, LeHB-1, SlNAC4, LeAP2a y LeERF6. 
 
TAGL1 (“TOMATO AGAMOUS-LIKE 1”) es otro factor de transcripción de la familia 
MADS-box que regula positivamente la maduración interaccionando físicamente con el 
promotor de LeACS2 (Itkin et al. 2009; Vrebalov et al. 2009). Sorprendentemente, la 
sobreexpresión de TAGL1 da lugar a una gran variedad de alteraciones fenotípicas en las 
flores incluyendo la formación de sépalos carnosos en los que se acumula licopeno. La 
inserción de un elemento T-DNA en la región 5‟-UTR  del gen (mutante Arlequin o Alq) 
causa su expresión ectópica y también da lugar a la formación de sépalos carnosos 
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(Gimenez et al. 2010). Curiosamente, la expresión ectópica de TAGL1 en los mutantes rin y 
nor causa una recuperación parcial de la maduración del fruto, sugiriendo que TAGL1 es un 
factor de transcripción situado por debajo de RIN y NOR en la cascada de regulación, 
aunque también pone de manifiesto la complejidad de las relaciones entre estos factores de 
transcripción (Vrebalov et al. 2009). 
 
LeHB-1 es un factor de transcripción perteneciente a la familia HD-zip y es necesario, a 
través de su interacción con el promotor, para la expresión de LeACO1 en tomate. La 
expresión de LeHB-1 es alta durante el desarrollo del fruto pero disminuye al inicio de la 
maduración, y su silenciamiento provoca una disminución de la expresión de LeACO1 
junto con un descenso en la síntesis de etileno que retrasa en la maduración del fruto (Lin et 
al. 2009). 
 
El factor de transcripción SlNAC4 es el que ha sido descubierto más recientemente y 
pertenece a la familia de genes NAC (Zhu et al. 2014). Este gen está relacionado con la 
regulación de la acumulación de carotenoides en tomate, es un regulador positivo de la 
maduración del fruto y también juega un papel importante en la respuesta a estrés abiótico. 
En la escala de regulación, SlNAC4 estaría situado por encima del nivel del etileno aunque 
su relación con los demás factores de transcripción no es todavía clara aunque podría 
interaccionar físicamente con las proteínas RIN y NOR. 
 
Los factores de transcripción LeAP2a y LeERF6 pertenecen a la familia de genes 
AP2/ERF y ambos son reguladores negativos del proceso de maduración que de algún 
modo compensan la regulación positiva ejercida por los anteriores. En el caso de LeAP2a, 
su expresión es específica de fruto y estaría situado por debajo de RIN, NOR y CNR en la 
escala de regulación y sería capaz de interaccionar físicamente con el promotor de CNR 
(Chung et al. 2010; Karlova et al. 2011). Por otro lado, LeERF6 está involucrado en la 
regulación de la biosíntesis de carotenoides y de etileno a través de la interacción directa 
con los promotores de algunas enzimas implicadas en el proceso, pudiendo actuar como un 
integrador de ambas rutas metabólicas (Lee et al. 2012). 
 
Además del etileno se han encontrado evidencias de que otras hormonas influyen sobre el 
proceso de maduración, entre las que cabe destacar el ácido abscísico (ABA) y las auxinas. 
En el primer caso, la producción de ABA aumenta durante la maduración en frutos de 
especies tanto climatéricas como no climatéricas (revisado en Hiwasa-Tanase & Ezura 
2014). En tomate, el silenciamiento del gen LeNCED1 (9-cis-epoxicarotenoide 
dioxigenasa), fundamental en la síntesis de ABA, produce una inhibición del 
reblandecimiento de la pulpa y un aumento de la vida post cosecha del fruto pero no inhibe 
la síntesis de etileno ni la síntesis de pigmentos (Sun et al. 2012). En el caso de las auxinas, 
durante la maduración del fruto de tomate se produce una eliminación del efecto de esta 
hormona a través de su conjugación (Karlova et al. 2011) y de la supresión de los genes de 
respuesta a auxinas ARF mediada por RIN (Kumar et al. 2011). 
 
1.2.3. Otros factores implicados en la regulación de la maduración del fruto 
 
Respecto a la regulación de la maduración no climatérica, actualmente no hay ningún 
candidato como regulador principal análogo al etileno en las especies climatéricas aunque 
este tipo de maduración ha sido mucho menos estudiado. Algunos estudios sugieren que 
ambos tipos de maduración comparten los mismos componentes de la ruta de señalización 
de etileno y que, en fresa, esta hormona parece ser necesaria para la maduración aunque su 
papel no es tan relevante como en frutos climatéricos (Osorio et al. 2013). También se han 
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encontrado elementos reguladores en común, como el factor de transcripción MADS-box 
FaMADS9 análogo al RIN de tomate, que controla la maduración en fresa (Seymour et al. 
2011). En especies no climatéricas como la fresa y la vid se han encontrado evidencias de 
que la fitohormona ácido abscísico tiene un efecto sobre la regulación de la maduración 
(Davies et al. 1997; Jia et al. 2011). Otras fitohormonas que también podrían estar 
involucradas son los brasinoesteroides, auxinas, citoquininas, ácido giberélico y poliaminas, 
pero su relación con la maduración tanto climatérica como no climatérica ha sido poco 
estudiada (revisado por Davies & Böttcher 2014). 
 
En los últimos años, el desarrollo de nuevas técnicas experimentales ha despertado el 
interés en el estudio de la maduración desde otros puntos de vista como el de los miRNAs 
y el epigenoma. Los miRNAs, un tipo de moléculas cortas de RNAs no codificantes 
involucradas en la regulación postranscripcional, han sido vinculados con el control de la 
maduración en tomate, probablemente a través del control de la expresión de RIN (Gao et 
al. 2015). La epigenética, definida como un fenómeno que cambia el resultado de un gen 
sin alterar su secuencia de DNA, generalmente a través de la modificación de la cromatina 
pero también a causa de la inserción de transposones o la recombinación de DNA, ha 
generado un interés creciente en los últimos años (Goldberg et al. 2007). La modificación 
epigenética mejor estudiada y más importante es la metilación de residuos de citosina y es 
una modificación estable y hereditaria, aunque, con el tiempo, puede producirse una 
desmetilación pasiva (Law & Jacobsen 2010). 
 
El primer vínculo que se ha encontrado entre la epigenética y la maduración del fruto de 
tomate tuvo lugar durante la caracterización del mutante Cnr, en el que diferencias en la 
metilación del promotor del gen CNR impedían su unión al promotor de RIN inhibiendo 
su expresión (Manning et al. 2006). Recientemente, Chen y colaboradores (2015a) han 
descrito que la base de la heredabilidad de la mutación epigenética en Cnr es una metilasa, 
LeCMT3, que es necesaria para el mantenimiento del alelo Cnr y de su fenotipo. A lo largo 
del desarrollo del fruto se lleva a cabo una desmetilación progresiva global de los sitios de 
inicio de la transcripción (TSS), mientras que en los mutantes Cnr y rin los niveles de 
metilación se mantuvieron siempre altos (Zhong et al. 2013). Las regiones diferencialmente 
metiladas de los genes controlados por RIN están situadas muy cerca o se solapan con los 
sitios de unión del factor de transcripción, y la expresión de dichos genes aumenta al 
disminuir el nivel de metilación, lo que sugiere un papel fundamental de las dinámicas del 
epigenoma en el control del proceso de maduración en tomate. Liu y colaboradores (2015) 
demostraron que la desmetilación es un requerimiento para la maduración del fruto y que 
existe una relación causa-efecto entre la hipermetilación de algunos promotores específicos 
y la represión de la expresión génica. En ese contexto, la demetilasa SlDML2 parece ser el 
principal elemento regulador del proceso de desmetilación, y el modelo de interacción entre 
los factores de transcripción y la metilación sería el representado en la Figura 1.7. 
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Figura 1.7: Modelo de regulación epigenética sobre la maduración en tomate y su 
relación con el control genético de RIN, NOR y CNR. La demetilasa SlDML2 es 
necesaria para la desmetilación de los promotores de los tres factores de transcripción y por 
tanto permite su expresión. La expresión de SlDML2 es inhibida en los tres mutantes, 
sugiriendo una regulación tipo “feedback” negativo. Las flechas entre los factores de 
transcripción y SlDML2 indican regulación positiva, aunque se desconoce si es directa o 
indirecta. Los factores de transcripción también regulan positivamente la síntesis de etileno 
y la maduración del fruto. Las líneas con punta roma representan la inhibición de la 
expresión que la metilación produce sobre los factores de transcripción y los genes 
relacionados con la síntesis de etileno y la maduración del fruto. Modificado de Liu et al. 
(2015).  
 
1.2.4. Procesos relacionados con la maduración del fruto 
 
A pesar de la división de los frutos en climatéricos y no climatéricos según el tipo de 
maduración, muchos de ellos comparten una serie de procesos que tienen lugar en el fruto 
durante la maduración. A continuación se detallan brevemente las rutas metabólicas 
relacionadas con estos procesos, utilizando el conocimiento adquirido en el estudio del 
tomate como especie modelo. En el siguiente apartado (1.3) se volverá a hablar sobre los 
avances realizados durante los últimos años en el estudio de los mismos procesos en 
melón. 
 
Biosíntesis de carotenoides 
El desarrollo o cambio de color de los frutos durante la maduración se debe principalmente 
a la biosíntesis de carotenoides. En cada fruto se acumula uno o varios tipos de derivados 
de carotenoides y el mayoritario es el que dictamina el color del mismo: el licopeno en 
tomates, sandías y papayas; el β-caroteno en melones cantalupensis, mango y calabaza; la 
zeaxantina en naranja; y capsantina y capsorrubina en pimiento rojo (Pech et al. 2014). El 
primer paso en la ruta de biosíntesis (Figura 1.8) consiste en la condensación de dos 
moléculas de GGPP (geranilgeranil pirofosfato) en fitoeno por acción de la enzima fitoeno 
sintasa (PSY). Posteriormente la acción secuencial de las enzimas ZDS (ζ-caroteno 
desaturasa) y PDS (fitoeno desaturasa) convierte el fitoeno en licopeno, el primer 
compuesto pigmentado de la ruta. Los α- y β-carotenos derivan de la ciclación del licopeno 
mediada por enzimas licopeno ε- o β-ciclasas, respectivamente. A través de una serie de 
reacciones secuenciales, los α- y β-carotenos pueden ser convertidos en luteína, 
β-criptoxantina, zeaxantina, capsantina y capsorrubina, entre otros carotenoides. Durante la 
maduración del fruto de tomate se ha encontrado sobreexpresión de los tránscritos de 
LePSY-1, LePDS y de ambos tipos de ciclasa (Pecker et al. 1992; Giuliano et al. 1993; Pecker 
et al. 1996; Ronen et al. 2000).  
 
A pesar de que la ruta de síntesis de carotenoides ha sido bien caracterizada todavía no se 
dispone de una visión de conjunto de su regulación, sobre la que influyen factores de 
transcripción como RIN en tomate y AtRAP2.2 en Arabidopsis (Welsch et al. 2007), la luz 
(Cookson et al. 2003; Liu et al. 2004; Gupta et al. 2014); las interacciones entre proteínas 
(Luo et al. 2013) y la epigenética (Cazzonelli et al. 2009). 
 
Biosíntesis de compuestos aromáticos 
El aroma es uno de los principales determinantes de la calidad del fruto y es el resultado de 
una combinación de diversos compuestos volátiles como aldehídos, alcoholes, ésteres, 
cetonas, lactonas y terpenoides (Goff & Klee 2006). Generalmente el contenido en 
compuestos volátiles en el fruto aumenta desde el inicio de la maduración y alcanza su 
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máximo al final de la maduración o poco después (Goff & Klee 2006). La regulación de la 
biosíntesis de compuestos aromáticos depende de factores ambientales como la luz y la 
temperatura, pero también de factores endógenos como la biosíntesis de etileno (revisado 
en Zhang & Chen 2014). Aunque los compuestos aromáticos contienen una gran variedad 
de grupos químicos y derivan de rutas metabólicas diferentes, las principales fuentes de 
carbono para su biosíntesis son los carbohidratos, ácidos grasos y aminoácidos (Figura 1.8) 
(Schwab et al. 2008).  
 
Los compuestos volátiles derivados de carbohidratos son sintetizados a partir de la 
condensación de varios terpenoides, formando moléculas más largas que posteriormente 
son transformados para dar lugar al producto final (revisión de Dudareva et al. 2004). Las 
enzimas implicadas en el proceso son las terpeno sintasas (TPS), de las que se distinguen 
varias familias en función del sustrato que utilicen (Chen et al. 2011). En tomate se han 
encontrado 44 TPS de las cuales solamente 29 son potencialmente funcionales (Falara et al. 
2011). Además de terpenoides, otro tipo de compuestos aromáticos que derivan de 
carbohidratos son los apocarotenoides, que se obtienen a partir de la ruptura oxidativa de 
carotenoides por medio de una enzima dioxigenasa (CCD), aunque el conocimiento actual 
sobre su biosíntesis es muy limitado. En tomate se ha demostrando la implicación de 
LeCCD1 en la síntesis de algunos apocarotenoides aromáticos (Simkin et al. 2004).  
 
Los ácidos grasos saturados e insaturados son los precursores más importantes para la 
mayoría de compuestos aromáticos entre los que se incluyen aldehídos, alcoholes, ésteres, 
lactonas y cetonas, que son biosintetizados a través de la lipooxidación y la β-oxidación de 
los ácidos grasos (revisión de Schwab et al. 2008). Las enzimas lipooxigenasas (LOX) junto 
con las hidroperóxido liasas (HPL), catalizan la conversión de los ácidos linoleico (18:2) y 
linolénico (18:3) en los aldehídos hexanal y hexenal, respectivamente. Se ha encontrado una 
asociación entre la expresión y actividad de las enzimas LOX y HPL con la maduración del 
fruto y con el desarrollo del perfil aromático en varias especies (Defilippi et al. 2009). A su 
vez, los aldehídos pueden ser reducidos a sus alcoholes correspondientes y finalmente ser 
convertidos a ésteres a través de dos reacciones enzimáticas catalizadas por alcohol 
deshidrogenasas (ADH) y alcohol aciltransferasas (AAT) respectivamente (Speirs et al. 
1998; Wyllie & Fellman 2000). En tomate se ha caracterizado la familia de genes ADH, 
observándose una correlación entre los cambios en su actividad y el contenido de alcoholes 
en el fruto, relacionados con su sabor (Longhurst et al. 1994; Speirs et al. 1998). Las enzimas 
AAT han sido identificadas como responsables de la biosíntesis de ésteres en frutos 
maduros de varias especies, incluyendo tomate y melón (Zhang & Chen 2014). En este 
punto cabe destacar el control directo sobre la síntesis de compuestos volátiles que ejerce el 
factor de transcripción RIN a través de su interacción con los promotores de genes LOX, 
HPL y ADH en tomate (Qin et al. 2012).  
 
La β-oxidación produce la rotura de ácidos grasos y la liberación de lactonas volátiles 
(revisión de Baker et al. 2006). Aunque la implicación de las lactonas en el desarrollo del 
aroma es importante, el estudio de su ruta de biosíntesis es todavía escaso, debido en parte 
a que la mayoría de especies modelo como Arabidopsis, arroz y tomate no producen 
lactonas. Una de las pocas enzimas implicadas en la β-oxidación que ha sido caracterizada 
en Arabidopsis y también tomate es la acil-CoA oxidasa (ACX) y está considerada como el 
punto clave en la regulación del proceso (Arent et al. 2008). 
 
La tercera vía de producción de compuestos volátiles es a partir de aminoácidos, 
especialmente leucina, isoleucina, valina, alanina, fenilalanina, tirosina y triptófano 
(Defilippi et al. 2009). Estos aminoácidos son sintetizados en plantas a través de la ruta del 
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shikimato y actúan de precursores de alcoholes, aldehídos, ésteres, lactonas, ácidos y 
compuestos organosulfurados (Tzin & Galili 2010). La mayoría del conocimiento sobre 
esta ruta se debe a trabajos en Arabidopsis, aunque la caracterización de las enzimas 
implicadas y su regulación no son completas. En tomate, las enzimas L-aminoácido 
descarboxilasa (AADC) están implicadas en la síntesis de compuestos aromáticos a partir 
de L-fenilalanina (Tieman et al. 2006). En otras especies, como el melón y el plátano, 
enzimas transaminasas AAT han sido relacionadas con la síntesis de compuestos 
aromáticos de cadena ramificada (Gonda et al. 2010; Yang et al. 2011b). 

 
Figura 1.8: Esquema simplificado de las principales rutas de síntesis de 
carotenoides y compuestos aromáticos a partir de carbohidratos, ácidos grasos y 
aminoácidos. Se destacan en naranja los carotenoides y en azul los volátiles aromáticos. 
Los nombres de las enzimas están en cursiva. Abreviaturas: TPS: terpeno sintasa; PSY: 
fitoeno sintasa; ZDS: ζ-caroteno desaturasa; PDS: fitoeno desaturasa; CCD: dioxigenasa de 
ruptura de carotenoides; ACX: acil-CoA oxidasa; LOX: lipooxigenasa; HPL: hidroperóxido 
liasa; ADH: alcohol deshidrogenasa; AAT: alcohol acil transferasa; MVA: ácido 
mevalónico; MEP: metileritritol fosfato; IPP: isopentenil fosfato; FPP: farnesil pirofosfato; 
GGPP: geranilgeranil pirofosfato; DMAPP: metilalil pirofosfato; Adaptado de Schwab et al. 
(2008).  
 
Acumulación de azúcares y ácidos orgánicos 
Además de los compuestos volátiles, los otros dos factores más influyentes sobre el sabor 
del fruto son el contenido de azúcares, de ácidos orgánicos y el balance entre ambos 
(Sweeney et al. 1970). Durante su desarrollo y maduración, el fruto es el destino de una gran 
cantidad de fotoasimilados procedentes de los órganos fotosintéticos transportados a través 
del floema y que actúan como precursores de muchos metabolitos secundarios. 
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Los azúcares transportados al fruto tienen distintas finalidades dependiendo de la especie: 
pueden ser convertidos en almidón (en mango, banana y kiwi), almacenados como azúcares 
reductores (en tomate y fresa), almacenados como sacarosa (en tomate salvaje, melón, 
sandía y uva) o convertidos y almacenados como lípidos (como en el olivo) (Osorio & 
Fernie 2014). Los tres principales carbohidratos presentes en los frutos son la glucosa, la 
fructosa y la sacarosa, y las diferencias en su contenido se debe a la acción de varias 
enzimas implicadas en su síntesis y degradación como las invertasas (INV) y las sacarosa 
sintasas (SUS). El papel de las invertasas en el balance hexosas/fructosa y también en el 
tamaño del fruto se ha puesto de manifiesto en especies como la fresa y el tomate (Fait et al. 
2008; Zanor et al. 2009). Otro de los carbohidratos modificados durante la maduración del 
fruto es el almidón, que generalmente es degradado en glucosa y fructosa (Ho et al. 1982). 
En tomate, el almidón juega un papel importante en la concentración de sólidos solubles 
del fruto maduro (Schaffer & Petreikov 1997) siendo la enzima ADP-glucosa 
pirofosforilasa la responsable de su biosíntesis. 
 
Los otros metabolitos importantes para la percepción del sabor del fruto son los ácidos 
orgánicos que provienen de las principales rutas metabólicas de la célula como la glicólisis, 
el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y la respiración. Los ácidos más abundantes son 
citrato, malato, quinato, oxalato, succinato, isocitrato, cumarato y aconitato. Algunas de las 
enzimas implicadas en la síntesis de estos ácidos son la malato deshidrogenasa mitocontrial 
(mMDH), ADP-glucosa pirofosforilasa, fumarasa e isocitrato deshidrogenasa dependiente 
de NAD. Los cambios en la expresión de estas enzimas afectan a la acumulación de 
azúcares y ácidos orgánicos en el fruto, la durabilidad postcosecha, la susceptibilidad a 
patógenos y el rendimiento de frutos. (Nuñez-Palenius et al. 2007; Nunez-Palenius et al. 
2008; Sienkiewicz-Porzucek et al. 2010; Centeno et al. 2011).  
 
El control del metabolismo de azúcares y ácidos orgánicos ha sido poco estudiado, aunque 
en tomate algunos ácidos orgánicos podrían controlar la síntesis de azúcares a través de la 
regulación de las enzimas implicadas. Por ejemplo, el ácido málico influencia el contenido 
en almidón a través del control de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (Centeno et al. 
2011). 
 
Metabolismo de la pared celular 
Los cambios metabólicos que afectan a la integridad celular durante la maduración del fruto 
incluyen variaciones en el grosor de la pared celular, permeabilidad de la membrana 
plasmática, hidratación de la pared celular, disminución de la integridad estructural e 
incremento en los espacios intercelulares (revisado en Tucker 2014). En el fruto, el 
reblandecimiento de la pulpa es debido a la combinación de cambios en la firmeza y en la 
textura provocados principalmente por modificaciones en la pared celular (Brookfield et al. 
2011) y, atendiendo a su estructura, podemos distinguir procesos que afectan a la lamela, la 
celulosa, los xiloglucanos y las proteínas. 
 
Uno de los principales procesos implicados en el reblandecimiento de la pulpa es la 
solubilización de la lamela (Ordaz-Ortiz et al. 2009). La lamela, que actúa de pegamento 
entre la pared celular de las distintas células, está compuesta principalmente por pectinas y 
β-lactanos. Durante la maduración, los polímeros de pectina (poligalacturonanos) son 
degradados por la acción de las poligalacturonasas (PG). El estudio de LePG2a en tomate 
sugiere que la acción de las PG no es suficiente para producir los cambios en la firmeza del 
fruto que ocurren durante la maduración, y que es necesaria la acción combinada de varias 
enzimas (Langley et al. 1994; Brummell & Labavitch 1997). Una de las enzimas que pueden 
afectar la estructura y polimerización de la pectina son las pectina metil esterasas (PME) 
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(Rose et al. 2004) y la desesterificación mediada por esta enzima podría ser necesaria para 
proveer de sustrato a las PG (Tieman et al. 1992). Otra de las enzimas implicadas en la 
degradación de los componentes de la lamela y que podría actuar junto a las PG y PME 
son las β-galactosidasas (GAL), que degradan los β-galactanos. En tomate la supresión de 
GAL4 incrementa la firmeza del fruto maduro (Smith et al. 2002).  
 
El principal grupo de enzimas modificadores de la celulosa son las celulasas (CEL), aunque 
no se conoce su verdadero sustrato. En tomate, las celulasas Cel1 y Cel2 se expresan 
durante la maduración del fruto (Lashbrook et al. 1994) pero la supresión de su expresión 
por separado no produce cambios en la firmeza del fruto sugiriendo cierta redundancia en 
este tipo de actividad enzimática en la célula (Lashbrook et al. 1998; Brummell et al. 1999a). 
Las expansinas (EXP) son proteínas de las que no se conoce su actividad específica aunque 
juegan un papel en la elongación de la pared celular en varias especies, probablemente 
rompiendo puentes de hidrógeno entre las microfibras de celulosa (Cosgrove et al. 2002) y 
podrían ser necesarias para el acceso de PG a su sustrato (Brummell & Harpster 2001). En 
tomate, la supresión o mutación mediante TILLING de LeEXP1 causa un incremento en 
la firmeza del fruto maduro (Brummell et al. 1999b; Minoia et al. 2016). 
 
Los elementos que entrelazan las microfibras de celulosa, anclándolas y dotando de mayor 
rigidez a la pared celular, son unos polisacáridos denominados xiloglucanos (Carpita & 
Gibeaut 1993). La polimerización y despolimerización de los xiloglucanos es llevada a cabo 
por un grupo de enzimas denominadas xiloglucano endotransglucosilasas hidrolasas (XTH) 
(Rose et al. 2004). En tomate se han identificado 25 XTH (Ohba et al. 2011) y, aunque se ha 
demostrado que durante la maduración del fruto se produce una despolimerización de los 
xiloglucanos (Brummell 2006) y que esta familia de enzimas está implicada (Saladie et al. 
2006; Ohba et al. 2011), no se conoce si la actividad XTH aumenta o disminuye la firmeza 
de la pulpa durante la maduración (Miedes & Lorences 2009). Otro grupo de enzimas, las 
β-xilosidadas (XIL), son inducidas por el etileno y también han sido relacionadas con las 
modificaciones de la pared celular en tomate (Rose et al. 2004). 
 
El componente proteico de la pared celular es el menos estudiado aunque puede llegar a 
suponer hasta el 20% del contenido en peso (Carpita & Gibeaut 1993). En tomate, se ha 
encontrado asociación entre las modificaciones sobre la glicosidación de las proteínas y la 
forma de las células y su desarrollo (Knox 1995), aunque ni la transcripción ni el contenido 
de proteínas estructurales de la pared celular varía durante el proceso de maduración 
(Osorio et al. 2011). Según los autores, esto podría indicar que las proteínas de la pared 
celular son simplemente modificadas y que eso sería suficiente para afectar a la firmeza del 
fruto, aunque es tan sólo una hipótesis que tendría que ser comprobada. 
 
Dehiscencia del fruto 
La abscisión del fruto es un proceso fundamentalmente relacionado con las modificaciones 
de la pared celular que se llevan a cabo en una estrecha franja de tejido, denominada capa 
de abscisión, que une el fruto con el pedúnculo (revisado por Tucker & Kim 2015). Se 
pueden distinguir cuatro fases básicas en el proceso que son comunes para la mayoría de las 
especies: (1) diferenciación de la zona de abscisión; (2) adquisición de la competencia para 
responder a las señales de abscisión; (3) señalización y activación de la abscisión; y (4) 
formación de una capa de protección.  
 
La diferenciación de la zona de abscisión (fase 1) afecta solamente a unas pocas capas 
celulares y se conoce poco acerca de su regulación. La fase 2 consiste en una disminución 
de la concentración de auxinas que permite que la zona de abscisión responda a otras 
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señales hormonales. En especies como el olivo, el melocotonero y el melón, el etileno juega 
un papel importante como señal activadora de la abscisión (Perin et al. 2002a; Rasori et al. 
2002; Ruperti et al. 2002; Parra-Lobato & Gomez-Jimenez 2011). Durante la fase 3, se ha 
observado en especies como el tomate y la manzana un aumento de expresión de las 
principales familias modificadoras de celulosa, hemicelulosa y pectina descritas 
anteriormente que degradan la pared celular primaria y la lamela (Meir et al. 2010; Botton et 
al. 2011). En la mayoría de los casos, la abscisión no produce la rotura de las células 
implicadas, sino que mantienen su integridad y posteriormente se reconstruyen las 
estructuras de pared celular formando una barrera protectora frente a la pérdida de agua y 
patógenos (fase 4). Sin embargo, en especies como el tomate la dehiscencia también se ha 
relacionado con la muerte celular programada aunque su papel en el proceso no es claro 
(Lers et al. 2006; Tucker & Kim 2015). De la abscisión en melón, considerado por algunos 
autores como especie modelo para el estudio de la abscisión de frutos carnosos (Corbacho 
et al. 2013), se tratará en el siguiente apartado.  
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1.3. La maduración del fruto en melón 
 
Como se ha explicado en los apartados anteriores, el melón es un buen modelo para el 
estudio de la maduración porque se pueden encontrar variedades de melón, especialmente 
de los grupos reticulatus y cantalupensis, que durante el desarrollo del fruto muestran un 
aumento de la producción de etileno y de la respiración característicos de la maduración 
climatérica, mientras que otras variedades, como el grupo inodorus, presentan una 
maduración típicamente no climatérica (Ezura & Owino 2008). Es importante destacar que 
existen variedades comerciales climatéricas (cantalupensis como “Védrantais”, reticulatus como 
“Dulce”) y no climatéricas (inodorus como “Piel de Sapo”).  
 
En los siguientes apartados se resumen los avances realizados en el estudio de los procesos 
de maduración, en la biosíntesis y señalización de etileno, y también en los sistemas de 
control que gobiernan la maduración del fruto en melón. 
 
1.3.1. El etileno y la maduración del fruto  
 
Mediante la obtención de líneas transgénicas en las que se silenció la expresión del gen 
CmACO1, que codifica la principal enzima implicada en la biosíntesis de etileno, en frutos 
de la variedad climatérica “Védrantais” se ha podido estudiar el papel de la hormona sobre 
el control de los distintos procesos relacionados con la maduración según se representa en 
la Figura 1.9 (Guis et al. 1997; revisado por Pech et al. 2008). En el fruto de melón, la 
dehiscencia (a través del desarrollo de una capa de abscisión), el cambio de color externo 
(debido a la degradación de clorofilas) y la biosíntesis de compuestos aromáticos son 
procesos estrictamente dependientes de etileno. Por otro lado, el reblandecimiento de la 
pulpa causado por modificaciones en la pared celular no está completamente regulado por 
etileno, aunque sí en su mayor parte. En el otro extremo se encuentran la biosíntesis de 
carotenoides y la acumulación de azúcares y ácidos orgánicos, que son procesos 
independientes de etileno en melón. 

 
Figura 1.9: Esquema general de los procesos de maduración del fruto de melón y su 
división en función del papel del etileno en su regulación. Los procesos 
independientes de etileno son el cambio de color de la pulpa del fruto (a través de la 
acumulación de carotenoides), la acumulación de azúcares y ácidos orgánicos y una parte 
del reblandecimiento de la pulpa debido al metabolismo de la pared celular. Por otro lado, 
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los procesos dependientes de etileno son la mayor parte del reblandecimiento de la pulpa, 
la biosíntesis de compuestos aromáticos, el desarrollo de una capa de abscisión, el cambio 
de color externo (debido a la degradación de clorofilas) y la respiración climatérica. La 
biosíntesis de etileno es autocatalítica, y su inicio podría ser regulado por el componente no 
climatérico. Adaptado de Pech et al. (2008). 
 
La sensibilidad al etileno también forma parte de los mecanismos de control sobre los 
procesos de maduración total o parcialmente dependientes de esta hormona en melón. 
Flores y colaboradores (2001) investigaron la cantidad necesaria de etileno exógeno para 
inducir el reblandecimiento de la pulpa del fruto, el desarrollo de la capa de abscisión y el 
cambio de color externo en el fruto, que resultó ser 1, 2,5 y 1 ppm respectivamente. 
Además, hay que destacar que en general el tratamiento exógeno de etileno induce la 
maduración del fruto en las variedades climatéricas de melón pero no en las no climatéricas 
(Guis et al. 1997; Perin et al. 2002a; Saladie et al. 2015). 
 
1.3.2. Control genético de la maduración  
 
El primer estudio de los sistemas de control genético de la maduración del fruto en melón 
se realizó utilizando una población de RILs derivada del cruzamiento entre la variedad 
climatérica “Védrantais” y la variedad exótica SC, no climatérica (Perin et al. 2002a). Se 
determinó que dos loci o genes mayores, Al-3 y Al-4 en los LG VIII y IX, controlan el 
desarrollo de la capa de abscisión y la producción autocatalítica de etileno en dicha 
población, y que la concentración de etileno en el fruto estaba controlada por cuatro QTLs 
en los LG I, II, III y XI. Posteriormente, en la población de NILs con parentales PS y SC 
(Eduardo et al. 2005) se detectó una línea con maduración climatérica a pesar de que ambos 
parentales no son climatéricos (Moreno et al. 2008). Esta línea, denominada SC3-5-1 fue 
analizada en más detalle fenotípica y genotípicamente encontrándose dos QTLs en los LG 
III y VI, eth3.5 y eth6.3, que son capaces de inducir la maduración climatérica por separado 
y que cuando se combinan producen una mayor cantidad de etileno y aceleran la abscisión 
del fruto (Vegas et al. 2013). Cabe destacar que no hay solapamiento entre los QTLs 
encontrados en ambas poblaciones, lo que sugiere un complejo sistema de regulación en 
melón y grandes diferencias entre las variedades. El clonaje posicional de eth6.3, 
inicialmente mapeado en un intervalo de 4,5 Mbp en la región centromérica del LG VI, es 
uno de los principales objetivos de este trabajo de tesis y será abordado en el capítulo 4.1. 
 
A la vista de estos resultados, se ha propuesto la existencia en melón de un control 
transcripcional en un nivel superior al ejercido por el etileno, equivalente al descrito en 
tomate, y que sería responsable de la intensa reprogramación transcriptómica observada en 
el proceso (Saladie et al. 2015). La hipótesis más extendida es que, en general, los frutos no 
climatéricos podrían ser mutantes en genes implicados en la biosíntesis y señalización de 
etileno o en factores de transcripción análogos a los caracterizados en tomate RIN, NOR y 
CNR (Giovannoni 2004), también en el caso del melón (Saladie et al. 2015). A favor de esta 
hipótesis está el hecho de que tanto PS como SC, variedades no climatéricas, no maduran 
en respuesta a la aplicación de etileno exógeno como tampoco lo hacen los tres mutantes 
de tomate, aunque SC es una variedad no climatérica atípica. Recientemente, Saladié y 
colaboradores (2015) observaron que los patrones de expresión de genes relacionados con 
la maduración en frutos de SC ocupaban un lugar intermedio entre PS y las variedades 
climatéricas “Védrantais” y “Dulce”. Además, aunque la aplicación de etileno exógeno en 
frutos inmaduros de PS y SC no indujo la biosíntesis endógena de etileno, sí se detectaron 
diferencias entre las dos variedades en la expresión de genes relacionados con la biosíntesis 
de la hormona (CmACO1) o implicados en el proceso de maduración (CmPG1, CmXTH1, 
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CmETR1). Por último, el nivel basal de etileno durante la maduración es más elevado en los 
frutos de SC que en los de PS, aunque no se produce el pico climatérico (Vegas et al. 2013; 
Saladie et al. 2015). 
 
1.3.3. Biosíntesis y señalización de etileno 
 
En melón se han identificado los principales genes implicados en la ruta de biosíntesis de 
etileno como ACS y ACO. La familia ACS en melón consta de ocho miembros (CmACS1-
8), de los cuales CmACS1 está altamente expresado durante el proceso de maduración en 
fruto y se ha descrito como el principal responsable de la síntesis climatérica de etileno 
(Miki et al. 1995; Yamamoto et al. 1995; Shiomi et al. 1999; Garcia-Mas et al. 2012; Saladie et 
al. 2015). La expresión de CmACS5 es también alta durante la maduración del fruto en 
variedades climatéricas, coincidiendo con el aumento en la síntesis de etileno (Saladie et al. 
2015).Recientemente se ha descubierto que CmACS5 está implicado en la determinación 
sexual de las flores femeninas en melón (Boualem et al. 2015). CmACS2 y CmACS3 están 
regulados por auxinas y se expresan principalmente durante el desarrollo del fruto (Ishiki et 
al. 2000). Los genes CmACS4-6 están anotados en el genoma de referencia pero son los 
menos estudiados de la familia (Saladie et al. 2015). CmACS7 es el gen a (andromonoecious) y 
por tanto también está implicado en la determinación sexual en melón (Boualem et al. 
2008). Respecto a las ACO, en melón han sido identificados cinco miembros, de los cuales 
CmACO1 muestra expresión diferencial a lo largo de la maduración climatérica (Lasserre et 
al. 1996; Garcia-Mas et al. 2012; Saladie et al. 2015). 
 
Varios componentes de la ruta de señalización del etileno han sido descritos en melón, 
entre los que se encuentran los receptores CmETR1, CmETR2 y CmERS1 (Sato-Nara et al. 
1999; Ezura & Owino 2008). Los tres muestran expresión diferencial en distintos tejidos y 
estadios del desarrollo del fruto, aunque CmETR2 es el único regulado por etileno y 
relacionado con el proceso de maduración. La expresión de factores de transcripción de los 
tipos EIL, EREBP, AP2/ERF, MADS-box, NAC, F-Box y HD-zip durante la maduración 
ha sido descrita por Saladié y colaboradores (2015), encontrando diferencias entre 
variedades climatéricas y no climatéricas de melón en algunos genes de estas familias.  
 
1.3.4. Biosíntesis de carotenoides 
 
El primero de los procesos de la maduración del fruto de melón independiente de etileno 
es la biosíntesis de carotenoides, responsables del cambio de color de la pulpa del fruto. En 
melón, este proceso está controlado genéticamente por los loci “green flesh” (gf) y “white 
flesh” (wf) (Clayberg 1992), que dan lugar a frutos de pulpa naranja, verde o blanca tanto 
climatéricos como no climatéricos (Watanabe et al. 1991). Recientemente ha sido 
identificado el gen CmOr como responsable del locus gf (Tzuri et al. 2015), aunque 
históricamente algunos autores defienden que hay una confusión en las nomenclaturas y 
podría tratarse de wf (Monforte et al. 2004). El color de la pulpa del fruto está determinado 
por la combinación de clorofilas y carotenoides, que da lugar a los colores verde y naranja, 
mientras que el blanco es debido a la ausencia de ambos (Burger et al. 2009; Saladie et al. 
2014; Saladie et al. 2015). En los de pulpa naranja, el color y su intensidad se deben 
principalmente a la acumulación de β-caroteno (Nunez-Palenius et al. 2008; Burger et al. 
2009; Saladie et al. 2015). Una de las principales enzimas implicadas en la biosíntesis de este 
y otros carotenoides en melón es CmPSY1, cuya expresión en frutos de pulpa naranja es 
mayor que en frutos de pulpa blanca (Karvouni et al. 1995; Saladie et al. 2015). 
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El cambio de color externo durante la maduración es un proceso dependiente de etileno y, 
por tanto, específico de frutos con maduración de tipo climatérica (Flores et al. 2001). Sin 
embargo, en este caso el cambio de color no se debe a la síntesis de carotenoides sino a la 
degradación de las clorofilas, de un modo similar a lo que ocurre en las hojas de los árboles 
caducifolios en otoño (Matile et al. 1999). Además de carotenoides y clorofilas, también se 
ha vinculado la coloración amarilla del exocarpo de algunas variedades de melón como la 
inodorus “Noy Amid” con la acumulación de flavonoides, especialmente de nanringenina-
chalcona (Tadmor et al. 2010). La acumulación de este pigmento es independiente de la 
degradación del clorofilas y recientemente ha sido clonado el gen CmKFG, un factor de 
transcripción de la familia “Kelch Domain-Containing F-Box”, que regula negativamente la 
biosíntesis de este flavonoide en melón (Feder et al. 2015). 
 
1.3.5. Biosíntesis de compuestos aromáticos 
 
La biosíntesis de compuestos aromáticos volátiles es una característica propia de las 
variedades climatéricas de melón y presenta una clara regulación dependiente de etileno. En 
esta especie, los principales componentes del aroma del fruto maduro son los ésteres, 
seguidos por alcoholes y aldehídos, aunque más de 240 compuestos distintos han sido 
identificados (Nunez-Palenius et al. 2008). En un estudio comparativo entre dos variedades 
con distinto tipo de maduración, Shalit y colaboradores (2001) encontraron grandes 
diferencias en la composición del aroma: en la climatérica los ésteres representaban más del 
83% de los volátiles, seguidos por alcoholes (4%) y aldehídos (0,4%); mientras que en la no 
climatérica los compuestos más abundantes fueron los alcoholes (60%), seguidos de 
aldehídos (20%) y solamente un 7% de ésteres. Dentro de las variedades climatéricas 
también existe una gran variación en la producción de volátiles, observándose una 
reducción de entre un 49 y un 87% de compuestos volátiles totales en cultivares 
“Charentais” de larga vida postcosecha respecto a cultivares de vida postcosecha reducida 
(Lucchetta et al. 2007). Cabe destacar que el perfil aromático de las líneas climatéricas 
(SC3-5 y derivadas) pertenecientes a la población de NILs (PS x SC, Eduardo et al. 2005), 
es más parecido al de variedades climatéricas aromáticas como “Védrantais” y “Fado” (tipo 
reticulatus) que al de sus parentales no climatéricos (Obando-Ulloa et al. 2008). 
 
En un estudio de biosíntesis de terpenoides en un panel de 11 variedades climatéricas de 
melón se encontró que la composición de este tipo de volátiles varía mucho entre ellas e 
incluso algunas, como “Védrantais” y “PI 414723”, presentan una cantidad indetectable 
(Portnoy et al. 2008). El estudio de los perfiles muy diferenciados de las variedades “Dulce” 
y “Noy Yizre‟el” dio lugar a la identificación de los genes CmTpsDul y CmTpsNY, que se 
sobreexpresan en el exocarpo del fruto maduro en la primera y la segunda variedad 
respectivamente, y que están implicadas en la síntesis de distintos sesquiterpenos. En el 
mismo trabajo, no se detectaron terpenoides en ninguna de las cinco variedades inodorus 
analizadas. 
 
En melón se han caracterizado dos familias de enzimas implicadas en la biosíntesis de 
ésteres a partir de ácidos grasos: ADH y AAT. Se han encontrado dos miembros en la 
familia ADH en melón: CmADH1 y CmADH2, que muestran ambos una expresión 
específica en el fruto, dependiente de etileno y relacionada con la maduración (Manriquez et 
al. 2006). Respecto a las AAT, se han encontrado cuatro miembros en melón (CmAAT1-4), 
todos ellos se expresan durante la maduración del fruto y están regulados por etileno 
(Yahyaoui et al. 2002; El-Sharkawy et al. 2005). Tres proteínas (CmAAT1, CmAAT3 y 
CmAAT4) muestran actividad aciltransferasa, pero no CmAAT2, que habría perdido la 
actividad enzimática por una mutación (El-Sharkawy et al. 2005). La variedad de los 
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sustratos que son capaces de utilizar también varía entre ellas in vitro, siendo CmAAT4 la 
que tiene un rango más limitado (Lucchetta et al. 2007).  
 
Dos familias de enzimas transaminasas han sido relacionadas con la ruta de biosíntesis de 
volátiles de cadena ramificada a partir de aminoácidos en melón: las transaminasas de 
aminoácidos aromáticos (ArAT) y las transaminasas de aminoácidos de cadena ramificada 
(BCAT) (Gonda et al. 2010). La expresión de CmArAT1 y CmBCAT1 es mayor en frutos 
climatéricos que en no climatéricos durante la maduración, y además muestra correlación 
con la acumulación de volátiles. Otra enzima implicada en la síntesis de compuestos 
aromáticos a partir de aminoácidos en melón es la metionina-γ-liasa (MGL) y su expresión 
ha sido correlacionada con la concentración de volátiles organosulfurados en el fruto 
(Gonda et al. 2013). 
 
La producción de apocarotenoides también ha sido objeto de estudio en melón y se ha 
caracterizado una CCD (CmCCD1) cuya expresión aumenta durante el desarrollo y 
maduración del fruto tanto en variedades aromáticas (“Védrantais” y “Dulce”) como en no 
aromáticas (“Tam Dew” y “Tendral Verde”, tipo inodorus) aunque en estas últimas no se 
producen apocarotenoides volátiles debido, según los autores, a la ausencia de sustrato para 
esta enzima (Ibdah et al. 2006). 
 
1.3.6. Acumulación de azúcares y ácidos orgánicos. 
 
El balance entre azúcares y ácidos, determinante para el dulzor del fruto y su valor 
comercial, varía mucho entre variedades aunque generalmente las variedades dulces tienden 
a acumular mayor cantidad de azúcares y menor cantidad de ácidos (Burger et al. 2003). 
Aunque se conocen las vías de síntesis de ambos tipos de compuestos, el conocimiento 
sobre su regulación durante la maduración es muy escaso aunque parecen estar controlados 
por dos loci: suc (“sucrose”) y So (“sour”) de forma independiente de etileno (Silva et al. 
2004; Nuñez-Palenius et al. 2007). Recientemente se ha clonado el gen CmPH como 
responsable del gen mayor So, que controla la acidez en melón y muestra una gran 
conservación a nivel de proteína entre diversas especies vegetales (Cohen et al. 2014). 
Aunque se desconoce el modo en el que regula el pH, este gen presenta gran homología 
con transportadores de protones, proteínas transmembrana localizados en el retículo 
endoplasmático, y se ha encontrado una duplicación de 4 aminoácidos muy conservada 
entre variedades con niveles bajos de acidez. 
 
El azúcar mayoritario en la pulpa de fruto maduro es la sacarosa y es considerado como el 
principal contribuyente al dulzor del fruto, siendo también importantes la glucosa y la 
fructosa (Stepansky et al. 1999). Entre el desarrollo del fruto y el final de la maduración los 
niveles de glucosa y fructosa varían poco tanto en variedades climatéricas como no 
climatéricas, pero los de sacarosa, que son muy bajos en el fruto en desarrollo, aumentan 
rápidamente al inicio de la maduración y alcanzan su punto álgido en el fruto maduro 
(Saladie et al. 2015). En melón se ha detectado actividad invertasa (INV) y sacarosa sintasa 
(SUS) durante la maduración del fruto, observándose diferencias de expresión de varias 
CmINV entre variedades climatéricas y no climatéricas (Hubbard et al. 1989; Saladie et al. 
2015). Tras estudiar la correlación entre las dos actividades y la concentración de sacarosa 
en distintas variedades de melón, se han relacionado las altas concentraciones de sacarosa 
en el fruto maduro con una alta actividad SUS y una baja actividad INV (Stepansky et al. 
1999). Los patrones de expresión de inhibidores de invertasa (CmINVINH) e invertasas 
también podrían ser un factor importante en el mantenimiento de estas altas 
concentraciones en frutos de la variedad PS, incluso tras su cosecha (Saladie et al. 2015). 
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Los ácidos orgánicos mayoritarios en fruto de melón son el ácido cítrico y el málico. En las 
primeras etapas del desarrollo del fruto la concentración de azúcares solubles es baja y la de 
ácidos es alta, pero desde el inicio de la maduración la concentración de azúcares 
incrementa a medida que disminuye la de ácidos (Lingle & Dunlap 1987; Hubbard et al. 
1989). 
 
1.3.7. Metabolismo de pared celular 
 
Tal y como se ha descrito anteriormente, la mayor parte el reblandecimiento de la pulpa del 
fruto de melón durante la maduración está regulada de forma dependiente de etileno, 
aunque una fracción también lo está de forma independiente. En esta especie se han 
caracterizado genes implicados en el metabolismo de la pared celular como PG, GAL, 
XTH, XIL y EXP. 
 
Se han encontrado seis genes de PG en melón, de los cuales tres (CmPG1, CmPG2 y 
CmPG3) se expresan durante la maduración del fruto (Hadfield et al. 1998). CmPG1 es la 
principal enzima modificadora de pectina de las reguladas por etileno ya que es la más 
abundante en la pulpa del fruto de la variedad “Védrantais”, su expresión es dependiente de 
etileno y alcanza su máximo entre los 43 y los 46 días tras la polinización (dap) 
coincidiendo con el pico de la hormona (Nishiyama et al. 2007). La expresión de CmPG2 es 
independiente de etileno pero muy similar a la de CmPG1. En el caso de CmPG3, el patrón 
de síntesis también es parecido al de CmPG1 y muestra una regulación tanto dependiente 
como independiente de etileno. Varias CmPG sin caracterizar muestran mayor expresión en 
la pulpa de fruto maduro de “Védrantais” que en PS (Saladie et al. 2015). Otra familia de 
genes que codifican para proteínas implicadas en la modificación de la pared celular son las 
GAL, responsables de la degradación de los β-galactanos, de las que se han encontrado tres 
miembros cuya expresión está relacionada con la maduración del fruto en “Védrantais”. La 
expresión de CmGal2 comienza a aumentar alrededor de los dos días después del pico de 
etileno y CmGal1 le sigue con un desfase de dos días. Por otro lado CmGal3 muestra una 
expresión inferior a las otras dos pero constante desde el inicio del desarrollo del fruto 
hasta el final de la maduración (Nishiyama et al. 2007). Dos XTH, CmXTH1 y CmXTH3, 
guardan relación con el reblandecimiento de la pulpa en melón y están reguladas de forma 
independiente de etileno. La expresión de la primera aumenta durante el desarrollo del 
fruto de “Védrantais” pero comienza a disminuir a los 36 dap, manteniéndose baja durante 
la maduración; y la segunda sigue un patrón similar pero retrasado en el tiempo, alcanzando 
su máximo de expresión a los 43 dap (Nishiyama et al. 2007). En un estudio 
transcriptómico comparativo entre PS y “Védrantais” se encontraron genes CmXIL más 
expresados en frutos maduros de cada una de las dos líneas, sugiriendo que los cambios en 
la firmeza del fruto de las variedades climatéricas y no climatéricas podría estar regulados 
por diferentes conjuntos de enzimas (Saladie et al. 2015). Por último, el homólogo en melón 
de LeEXP1, CmEXP1, aumenta su expresión durante la maduración del fruto bajo un 
control parcial por parte del etileno (Nishiyama et al. 2007). 
 
1.3.8. Dehiscencia del fruto 
 
La dehiscencia del fruto de melón, proceso característico de las variedades climatéricas y 
cuya regulación es dependiente de etileno, ha sido estudiada desde un punto de vista 
transcriptómico (Corbacho et al. 2013). En este trabajo, en el que se comparó la expresión 
génica en la capa de abscisión en distintas fases de desarrollo en la variedad “Védrantais”, 
se detectó la inducción de genes relacionados con el metabolismo de pared celular, el 
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tráfico de vesículas, la fosforilación de proteínas, la biosíntesis y señalización de 
fitohormonas (principalmente etileno y ácido abscísico, pero también auxinas, ácido 
jasmónico, ácido salicílico, poliaminas, brasinoesteroides, citoquininas y giberelinas) y el 
flujo de iones. Respecto al metabolismo de pared celular, se encontraron diferencias de 
expresión en genes de las familias PG, GAL, XTH, EXP, alpha- y beta-glucanasa, pectato 
liasa, pectín esterasas (PE), extensinas, celulosa sintasa (CEL) y quitinasa. Los autores 
observaron grandes cambios transcriptómicos que sugieren una regulación muy compleja 
del proceso de abscisión del fruto en el que estarían implicadas miembros de distintas 
familias de factores de transcripción, entre las que se encuentran MADS-box, AP2/ERF, 
Aux/IAA, homeobox, “zinc finger”, bZIP, WRKY y MYB, y varias fitohormonas. 
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El objetivo central de esta tesis doctoral es el estudio de la regulación de la maduración en 
melón ejercida por el QTL eth6.3, que es capaz de inducir una maduración de tipo 
climatérica en un fondo genético no climatérico como el de PS. Con este objetivo se 
pretende profundizar en la comprensión de las diferencias entre frutos climatéricos y no 
climatéricos de esta especie. Para el estudio de eth6.3 se ha dividido este objetivo general en 
tres objetivos específicos que serán abordados a lo largo de los cinco capítulos de 
resultados: 
 

1. Clonaje posicional de eth6.3 mediante el desarrollo de una población segregante 
para el QTL y la búsqueda de recombinantes en la región. Caracterización 
fenotípica de los recombinantes y la identificación de un gen candidato. 
 

2. Validación del gen candidato a través de tres aproximaciones complementarias: 
mediante el estudio de su secuencia en una colección de variedades de melón; 
mediante la búsqueda de mutantes TILLING en una población de fondo genético 
climatérico y su caracterización fenotípica; y mediante su silenciamiento génico por 
RNAi en líneas portadoras de eth6.3.  

 
3. Estudio transcriptómico mediante RNA-seq del fruto de la línea SC3-5-1 (con 

eth3.5 y eth6.3) y PS a lo largo de la maduración como complemento a las 
aproximaciones genéticas anteriores. 





 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1. Material vegetal y cultivo 
 
El material vegetal utilizado en el clonaje posicional del QTL eth6.3 (cap. 4.1) deriva de una 
colección de líneas casi isogénicas (NILs) desarrolladas a partir del cruzamiento entre el 
cultivar élite “Piel de Sapo” T111 (PS, tipo inodorus, parental recurrente) y la accesión 
exótica de origen coreano “Songwhan Charmi” PI 161375 (SC, tipo conomon, parental 
donante) (Eduardo et al. 2005). Aunque los dos parentales presentan una maduración de 
tipo no climatérico, una NIL (SC3-5) mostró una maduración climatérica y fue descrito un 
QTL (eth3.5) en el GL III implicado en el proceso (Moreno et al. 2008). Posteriormente en 
SC3-5 se descubrió una segunda introgresión en el GL VI con un nuevo QTL también 
implicado en la maduración climatérica (eth6.3, Vegas et al. 2013) por lo que la línea que 
contiene ambas introgresiones fue rebautizada como SC3-5-1.  
 
Para el clonaje posicional del QTL eth6.3 (cap. 4.1) se desarrolló una población segregante a 
partir de dos individuos pertenecientes a la población 7M80, que es una F2 del cruzamiento 
entre SC3-5-1 y PS (Figura 4.1.3 en el cap. 4.1). Los dos individuos seleccionados, 7M80-11 
y 7M80-231 contienen introgresiones en homocigosis para PS en el GL III (eth3.5) y en 
heterocigosis en el GL VI (eth6.3). La nueva población, denominada 2012-F4, consta de 
1.300 individuos que tienen alelos de PS fijados para eth3.5 y que segregan para eth6.3. En el 
cap. 4.1 también se utilizan los denominados genotipos fijos (GF) que representan las 
cuatro combinaciones posibles entre los dos QTL en homozigosis: la línea SC3-5-1 con los 
dos QTL (GF31), la línea con eth3.5 (GF35), la línea con eth6.3 (GF40) y la línea parental 
PS. En trabajos anteriores, las líneas GF31, GF35 y GF40 eran referidas como 8M31, 
8M35 y 8M40, respectivamente (Vegas et al. 2013). 
 
Para la validación del gen candidato mediante secuenciación (cap. 4.2) se utilizó una 
selección de 54 variedades de melón (Tabla 4.2.1 en el cap. 4.2) procedentes de la colección 
del COMAV (Centro de Conservación y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana) descrita 
en Esteras et al. (2013) y  Leida et al. (2015). 
 
El material vegetal utilizado en la validación del gen candidato mediante TILLING (cap. 
4.3) consta de nueve familias (246, 432, 2923, 4933, 3717, 2503, 4321, 502 y 503; ver Tabla 
4.3.1 en el cap. 4.3) que provienen de una colección de mutantes generados a partir de la 
variedad climatérica “CharMono” por la URGV-INRA (Evry, Francia), descrita en 
Dahmani-Mardas et al. (2010).  
 
Todas las plantas de este trabajo de tesis han sido germinadas y cultivadas siguiendo las 
mismas prácticas todos los años. Para la germinación de las semillas, primero fueron 
desinfectadas con fungicida captan (3 g/l) durante 5 minutos y, tras un lavado con agua, se 
envolvieron en papel de filtro húmedo y se pusieron a germinar en placas de Petri a 28ºC y 
12 horas de luz al día. Las plántulas fueron sembradas 24 horas después de su germinación 
en tiestos de fibra vegetal con tierra (composición 3:1:1 turba:vermiculita:perlita) en los 
invernaderos del CRAG. Cuando las plántulas crecieron hasta desarrollar dos hojas, a las 
dos semanas aproximadamente, fueron trasladadas a los invernaderos de Torre Marimón 
(Caldes de Montbui, Barcelona). Todas las plantas fueron cultivadas entre los meses de abril 
y octubre en sacos de plástico con fibra de coco (Pelemix) en un régimen de un mínimo de 
16 horas de luz al día, a una temperatura mínima de 20ºC y fertirrigación por goteo, 
utilizando luz artificial y/o calefacción en caso necesario. Se plantaron cuatro plantas por 
saco dejando solamente una rama principal por planta. 
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3.2. Micropropagación de melón in vitro 
 
La micropropagación in vitro realizada en este trabajo de tesis sirvió para la reproducción 
vegetativa de los genotipos 7M80-11 y 7M80-231 en el cap. 4.1. El proceso duró 
aproximadamente 2 meses desde la introducción del material vegetal in vitro hasta la 
aclimatación de 20 esquejes por planta inicial y fue realizado realizó en el laboratorio de 
cultivo in vitro del CRAG. 
 
Se utilizaron los entrenudos como material de partida, por lo que se dejaron crecer las 
plantas durante un mes desde su germinación para contar con entre 5 y 10 entrenudos por 
planta. Se cortaron los extremos de los entrenudos dejando un margen de 3 cm a cada lado 
y se introdujeron en tubos Falcon de 50 ml para su desinfección con lejía (NaOCl 0,5%) 
durante 20 minutos. Después se realizaron entre tres y cinco lavados de 10 minutos con 
agua estéril para eliminar la lejía y se cortó 1 cm más de los extremos del entrenudo para 
retirar el tejido dañado. 
 
Manipulando el material vegetal en condiciones de esterilidad dentro de cabinas de flujo 
laminar, los entrenudos fueron cultivados en medio MS (Murashige & Skoog 1962) 
complementado con Cu (1 mg/ml de CuSO4 · 5 H2O). El cultivo se realizó en tubos de 
cristal de 15 ml a una temperatura de 28ºC y 12 horas de luz/oscuridad. Semanalmente se 
realizaron controles para eliminar contaminaciones y cada tres semanas se realizaron 
subcultivos, dividiendo el nuevo brote en sus entrenudos y sembrándolos en medio fresco. 
Cuando se alcanzó el número de 20 brotes por genotipo se mantuvieron otras dos semanas 
in vitro para permitir el desarrollo de raíces antes del trasplante a tierra y el comienzo de la 
fase de aclimatación y endurecimiento. 
 
La aclimatación de las plántulas tuvo lugar dentro de un incubador en el que se pulverizó 
agua para obtener unas condiciones de alta humedad. Durante los primeros 10 días tras el 
trasplante se fue abriendo la abertura del incubador para que la humedad disminuyera 
progresivamente hasta retirar por completo la tapa del incubador el décimo día. Por último, 
durante los siguientes 10 días las plántulas se dejaron crecer y endurecer en condiciones de 
80% de humedad, 22ºC y 18 horas de luz antes de ser trasladadas a los invernaderos de 
Torre Marimón, donde fueron cultivadas según se especifica en el apartado anterior. 
 

3.3. Evaluación fenotípica de la maduración del fruto 
 
Todas las plantas fueron autofecundadas de forma manual permitiendo un máximo de un 
fruto por planta. Para ello se emascularon flores femeninas retirando previamente la corona 
y se recogió polen de las flores masculinas de la misma planta con ayuda de una espátula. 
Tras depositar el polen de varias flores masculinas sobre el estigma femenino, se 
etiquetaron y embolsaron durante al menos tres días para evitar polinizaciones cruzadas. 
Transcurrido este tiempo se retiraron las bolsas y, si los frutos habían cuajado, se dejaron 
crecer y madurar hasta su dehiscencia o su cosecha entre los 65 y 70 días tras la 
polinización. Cada fruto fue fenotipado en base a tres aspectos relacionados con la 
maduración climatérica: el desarrollo de una capa de abscisión, el cambio en el color 
externo y la producción de compuestos aromáticos.  
 
De estos tres marcadores fenotípicos el más importante es el relacionado con la capa de 
abscisión ya que permite distinguir los frutos climatéricos de los no climatéricos en melón 
(Pech et al. 2008). Se estudió la dehiscencia de todos los frutos, anotando los días 
transcurridos entre la fecha de polinización y la de dehiscencia o de cosecha en el caso de 
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frutos no dehiscentes. Para el fenotipado de los mutantes de TILLING (cap. 4.3) se anotó 
el grado de desarrollo de la capa de abscisión en los frutos no dehiscentes en una escala de 
0 a 4, siendo 0: sin capa de abscisión; 1: capa de abscisión visible pero sin rotura de tejido; 
2: fractura parcial del epicarpio (“half-slip”); 3: fractura total del epicarpio pero sin 
dehiscencia (“full-slip”); y 4: fruto dehiscente. El segundo marcador fenotípico utilizado fue 
el cambio de color externo del fruto de verde a amarillo durante la maduración, que tiene 
lugar en algunas variedades climatéricas y también en las líneas portadoras de los QTL 
eth3.5 y eth6.3 (Pech et al. 2008; Vegas et al. 2013). Cada fruto fue evaluado visualmente en el 
punto de dehiscencia o de cosecha para este carácter, teniendo en cuenta el área afectada 
por el cambio de color. Para el fenotipado de los mutantes TILLING (cap. 4.3) se midieron 
también los días transcurridos desde la polinización hasta el viraje de color, antes de la 
dehiscencia. El último marcador fenotípico utilizado en este trabajo consistió en la 
evaluación olfativa de cada fruto para la detección de los aromas característicos de la 
maduración climatérica, principalmente ésteres, frente a la baja producción de compuestos 
aromáticos en las variedades no climatéricas (Pech et al. 2008; Obando-Ulloa et al. 2010). 
Cabe destacar que, aunque el método de fenotipado se basa en el olfato, este carácter es 
muy claro y evidente. 
 
El fenotipado del panel de variedades utilizado en el cap. 3.2 fue realizado por el COMAV 
en dos localizaciones para los caracteres de firmeza de la pulpa y de desarrollo de la capa de 
abscisión, tal y como se describe en Leida et al. (2015). La capa de abscisión fue valorada en 
una escala de 1 a 4: 1 sin rotura de tejido, 2: fractura parcial del epicarpio (“half-slip”); 3: 
fractura total del epicarpio pero sin dehiscencia (“full-slip”); y 4: fruto dehiscente. La 
firmeza de la pulpa expresada en Kg/0,5 cm2 fue medida mediante un penetrómetro. 
Además una tercera variable indica el tipo de maduración o grado de climaterio según la 
experiencia de las personas responsables del fenotipado, y tiene en cuenta, además de las 
dos variables anteriores, el conjunto de los procesos que ocurren en el fruto durante el 
proceso de maduración y la intensidad de los mismos. Utilizaron una escala entre 0 y 4, 
siendo 0 una maduración completamente no climatérica como la de PS y 4 una muy 
climatérica como la de “Védrantais”, distinguiendo con puntuaciones de 1, 2 y 3 los 
fenotipos intermedios. 
 
Todos los análisis estadísticos de los datos fenotípicos han sido realizados en R 3.2.1 (Team 
2000) salvo que se especifique lo contrario. Los tiempos de cosecha de todos los frutos no 
dehiscentes fueron normalizadas a 70 días. Las comparaciones entre dos medias se 
realizaron mediante pruebas t de Student (función t.test). Las comparaciones múltiples de 
medias de los tiempos de dehiscencia o cambio de color externo (prueba de Dunnett) se 
calcularon tomando como referencia el parental PS (cap. 4.1) o “CharMono” (cap. 4.3) 
respectivamente, construyendo primero una matriz de contrastes (función contrMat) y 
posteriormente haciendo pruebas simultáneas para hipótesis lineales generalizadas (función 
glht) con el paquete multcomp 1.4-1 (Hothorn et al. 2008). Los estudios de asociación entre 
el fenotipo (capa abscisión, firmeza de la pulpa y grado de climaterio) y los polimorfismos 
se realizaron mediante un análisis de la varianza (ANOVA, función aov) ajustando un 
modelo lineal generalizado (función glm). 
 

3.4. Manipulación de ácidos nucleicos 
 
3.4.1. DNA 
Todas las extracciones de DNA se realizaron a partir de hojas jóvenes con el método 
CTAB (Doyle 1990) con modificaciones para mejorar la calidad (Garcia-Mas et al. 2000). 
Las extracciones fueron realizadas en tubo Eppendorf de 1,5 ml, excepto cuando el 
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número de muestras fue muy elevado y se utilizaron placas de 96 pocillos (ref. 409004, 
Deltalab, Barcelona, España) adaptando ligeramente el protocolo. Tras la extracción de 
DNA todas las muestras fueron tratadas con RNasa (200 ng/µl, Panreac, Barcelona) y 
cuantificadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Agarose D1 low EEO, 
Laboratorios Conda, Madrid, España) con tampón TAE (40 mM Tris-base, 20 mM ácido 
acético y 1 mM EDTA). Tras una tinción con EtBr (5 ng/ml) se visualizaron las muestras 
en un transiluminador con luz UV. Complementariamente, se utilizó el espectrofotómetro 
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) cuando se necesitó una 
cuantificación más precisa. 
 
3.4.2. RNA 
Las extracciones de RNA para la secuenciación masiva del transcriptoma (RNA-Seq, cap. 
4.5) se realizaron conjuntamente con el Dr. Juan Vegas y están descritas en su tesis doctoral 
(Vegas 2014), por lo que a continuación se ha incluido solamente una versión resumida.  
 
Tras la recolección del fruto se troceó la pulpa, se congeló inmediatamente en nitrógeno 
líquido y se conservó a -80ºC hasta su utilización. La extracción de material genético 
comenzó con la homogenización de una cantidad suficiente de material sin descongelar 
como para obtener 1,5 g de polvo fino de pulpa de fruto, del que se extrajo RNA total con 
TRI Reagent (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) adaptando el protocolo a un volumen de 
20 ml. Tras la extracción, las muestras fueron purificadas con NH4OAc (7,5 M) y 2,5 V de 
etanol absoluto. La cuantificación del producto de la extracción se realizó mediante 
electroforesis y Nanodrop, tal y como se describe en el ap. 3.4.1. Por último se eliminaron 
restos de DNA genómico con el kit Turbo DNA Free (Ambion, Foster City, USA) y se 
analizó la cantidad y calidad del RNA con Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa 
Clara, USA). La purificación de la fracción de mRNA se realizó con el kit Dynabeads 
mRNA DIRECT (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) a partir de 75 µg de RNA total. 
De nuevo se asesoró la calidad del material purificado con Bioanalyzer 2100 y las muestras 
fueron conservadas a -80ºC hasta su secuenciación. 
 

3.5. Secuenciación de ácidos nucleicos 
 
3.5.1. Secuenciación de DNA por Sanger 
La secuenciación de DNA de las regiones de interés requirió primero de una amplificación 
mediante PCR. La reacción se llevó a cabo en un volumen de 25 µl a partir de entre 40 y 
100 ng de DNA molde. La composición de la mezcla de PCR fue 2 mM de MgCl2, tampón 
Reaction Buffer (NH4) de Bioline (Londres, Reino Unido), 1 mM de dNTPs, 0,13 mM de 
cada uno de los “primers” y 2 U de DNA polimerasa (Taq). La temperatura de hibridación 
(Tm) óptima para cada par de “primers” fue determinada mediante un ensayo de PCR en 
gradiente de temperatura entre 45 y 60ºC. El diseño de los distintos amplicones 
secuenciados en este trabajo, así como las condiciones de amplificación se pueden 
consultar en la Tabla 3.1. El programa de amplificación del termociclador fue: un ciclo 
inicial a 94ºC durante 1‟, 35 ciclos de 94º durante 30‟‟, Tm durante 30‟‟ y 72 durante 1‟, y un 
ciclo final de 72º durante 5‟. El producto de PCR fue purificado para eliminar los “primers” 
y las sales del tampón de PCR mediante el filtrado a través de una columna de Sephadex 
G50 (Buckinghamshire, Reino Unido) en placa de filtro de 96 pocillos Multiscreen-HV 
(Millipore, Billerica, USA) o en tubo Eppendorf de 0,5 ml en función del número de 
muestras. Tras su cuantificación mediante Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, 
Wilmington, USA), se prepararon mezclas del producto de PCR y de los “primers” 
utilizados para la secuenciación según los requerimientos del Servicio de Secuenciación 
Capilar del CRAG (menos de 48 muestras) o de la empresa Macrogen Europe (Ámsterdam, 
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Países Bajos) (más de 48 muestras y secuenciación en placas de 96 pocillos). Los primers 
utilizados para secuenciar fueron los mismos que para la amplificación por PCR salvo que 
se indique lo contrario. Las secuencias fueron analizadas con el programa Sequencher 5.0 
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Estados Unidos). 
 
3.5.2. Secuenciación masiva de mRNA 
La secuenciación masiva de las muestras de mRNA (extraídas según se indica en el ap. 
3.4.2) fue realizado en un equipo Roche 454 y usando química GS-FLX (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Alemania) por el Servicio de Secuenciación Masiva del CRAG. El 
proceso está explicado en el trabajo de tesis del Dr. Juan Vegas (Vegas 2014) y puede 
resumirse en tres pasos: la preparación de genotecas de cDNA, la PCR en emulsión y la 
secuenciación. 
 
Para la síntesis de cDNA se fragmentó el mRNA hasta obtener secuencias de entre 50 y 
2000 bp, que fueron utilizadas como molde de la primera cadena. Tras la síntesis de la 
segunda cadena, se ligaron dos adaptadores cuya función es formar uniones estables entre 
el cDNA y varios soportes físicos. Los adaptadores fueron utilizados para la purificación de 
las genotecas, eliminando aquellas moléculas de cDNA sin secuencias adaptadoras. Estos 
adaptadores también contienen motivos identificadores (denominados MID, “Molecular 
Identifier”) que se utilizan para identificar las muestras tras la secuenciación. Además, los 
adaptadores son fundamentales para el siguiente paso, la PCR en emulsión (emPCR), que 
consiste en una serie de reacciones de PCR individuales que tienen lugar dentro de 
microgotas de agua en el seno de una emulsión oleosa. La emPCR está diseñada de tal 
modo que cada gota contenga en su interior una microesfera magnética revestida con 
sondas homólogas a uno de los adaptadores y una sola molécula de cDNA. Gracias al 
confinamiento de las reacciones se consigue una disminución de las interacciones 
competitivas y una cantidad homogénea de producto de PCR que recubre la esfera al final 
de la reacción. Finalmente, las muestras son purificadas magnéticamente antes de su 
preparación para la secuenciación según las instrucciones del fabricante. A partir de este 
punto el proceso es prácticamente automático, y cuando finaliza genera archivos de lecturas 
cuyo análisis es explicado en el ap. 3.10.2. 
 

3.6. Genotipado 
 
En este trabajo se han utilizado marcadores moleculares basados en microsatélites o SSRs 
(“Simple Sequence Repeat”) y en SNPs, éstos últimos con sistemas de detección basados 
en la digestión de un producto de PCR con enzimas de restricción como CAPS (“Cleaved 
Amplified Polymorphic Sequence”) o en PCR con discriminación alélica como las técnicas 
TaqMan y KASP. A continuación se describe el proceso de genotipado y, cuando 
corresponde, también el del diseño del marcador. 
 
3.6.1. SSRs 
 
Todos los microsatélites o SSRs utilizados en este trabajo ya habían sido desarrollados con 
anterioridad y se encuentran publicados (Morales et al. 2004; Gonzalo et al. 2005; Fukino et 
al. 2008; Deleu et al. 2009; Vegas et al. 2013). Los marcadores, “primers” y las condiciones 
de amplificación se muestran en la Tabla 3.2. El proceso de genotipado está descrito en 
(Vegas et al. 2013) y, brevemente, consiste en la amplificación de la región polimórfica 
mediante PCR con “primers” específicos marcados con sondas fluorescentes (IRD700 e 
IRD800), en la separación de los amplicones por electroforesis y en la visualización de las 
diferencias de tamaño por medio de la fluorescencia. Las reacciones de PCR se realizaron  
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en un volumen de 15 µl con tampón Reaction Buffer (NH4) de Bioline (Londres, Reino 
Unido), entre 1,5 y 2 mM MgCl2, 166 µM dNTPs, 2 pmol de cada primer, 0,66 pmol de 
sonda fluorescente, 2 U de DNA polimerasa y 20 ng de DNA. El programa del 
termociclador es idéntico al descrito en el ap. 3.5.1. Tras la cuantificación del producto de 
PCR se desnaturalizaron las muestras a 94ºC con el buffer de carga (95% formamida, 20 
mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol y 0,05% cianol  xileno). Finalmente se separaron 
los fragmentos mediante electroforesis en gel de acrilamida (6% acrilamida, AA:BIS 19:1) 
en condiciones desnaturalizantes a 50ºC con buffer TBE (90 mM Tris-borato, 2 mM 
EDTA, 7.5 M de urea y pH 8) en un secuenciador automático Li-COR (Li-Cor Inc, 
Lincoln, USA). Las imágenes tomadas por el equipo fueron analizadas utilizando el 
software GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, www.gimp.org). 
 
3.6.2. SNPs 
 
El genotipado de SNPs mediante técnica CAPS se basa en la amplificación mediante PCR 
de la región polimórfica y la posterior digestión específica de uno de los dos alelos por 
parte de una enzima de restricción (Konieczny & Ausubel 1993). En este trabajo solamente 
se utiliza un marcador CAPS, FR14-P22, cuyo diseño y condiciones de PCR pueden 
consultarse en la Tabla 3.2. La región de interés fue amplificada tal y como se indica en el 
apartado 3.6.1 pero en un volumen de 25 µl. La digestión con la enzima de restricción se 
llevó a cabo en un volumen final de 20 µl con 10 µl de producto de PCR, 2,5 U de enzima 
y el buffer de reacción según las instrucciones del fabricante. Tras la digestión se separaron 
los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. 
 
Los dos ensayos TaqMan (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) desarrollados 
para el clonaje posicional de eth6.3 (cap. 4.1) se basan en una reacción de PCR con 
discriminación alélica con dos sondas marcadas fluorescentemente y dos “primers” 
comunes. Las sondas son moléculas de DNA unidas a una molécula fluorescente y a un 
desactivador de la fluorescencia, y están diseñadas para hibridar específicamente con la 
secuencia de uno de los dos alelos del polimorfismo a genotipar. El ensayo TaqMan 
consiste en utilizar dos sondas marcadas con moléculas fluorescentes distintas que durante 
la PCR hibridan con la cadena molde entre los dos “primers” comunes, de forma que en la 
fase de extensión la actividad exonucleasa de la DNA polimerasa degrada la sonda y separa 
el desactivador de la molécula fluorescente. Al final de la PCR, la intensidad de la 
fluorescencia indica la presencia de uno o ambos alelos en la muestra genotipada. Para el 
diseño de los marcadores se buscaron SNPs entre las líneas PS y SC utilizando los datos de 
la resecuenciación de las dos variedades parentales y la herramienta SUPER (Sanseverino et 
al. 2015), escogiendo dos SNPs de alta calidad en las regiones de interés y sin otros 
polimorfismos a menos de 50 bp de distancia. La posición respecto al inicio de la 
pseudomolécula del GL VI de la versión 3.5.1 del genoma y los alelos de estos dos SNPs 
pueden consultarse en la Tabla 3.3. Los primers y las sondas fueron diseñados utilizando el 
sistema automático de la página web del fabricante (www.lifetechnologies.com/snpcadt), 
sus secuencias no están disponibles para el usuario y son proporcionadas ya mezcladas en 
un “assay mix”. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 5 µl añadiendo 2,5 
µl de 2x TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, Estados 
Unidos), 2,375 µl de DNA genómico (40 ng/µl) y 0,125 µl de “assay mix”. Se utilizaron 
placas de 96 pocillos opacas (ref. 900113B, Deltalab, Barcelona, España) y un equipo 
LightCycler 480 del Servicio de Genómica del CRAG (Roche, Basel, Suiza) con el siguiente 
programa de PCR: 1 ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 1‟; 10 ciclos de amplificación 
en gradiente de temperatura consistentes en 95ºC durante 20‟‟ y 61º durante 1‟, 
disminuyendo la temperatura desde 61ºC hasta 57ºC en intervalos de 0,8ºC por ciclo; y 26  
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ciclos de amplificación a temperatura constante (95ºC durante 20‟‟ y 57ºC durante 1‟). 
Finalmente se cuantificó la fluorescencia a 37ºC y se utilizó la opción “Endpoint 
Genotyping” del software LightCycler 480 1.5 (Roche, Basel, Suiza) para extraer el 
genotipo de cada muestra. 
 
Para el genotipado de los recombinantes (cap. 4.1) se diseñaron 24 marcadores con química 
KASP (LGC, Teddington, Reino Unido). En resumen, esta técnica consiste en una 
reacción de PCR con discriminación alélica utilizando dos “forward primer” (denominados 
A1 y A2) que se unen específicamente a un alelo del polimorfismo cada uno y un “reverse 
primer” común (C). Cada “forward primer” incorpora una secuencia que se hibrida con 
una molécula fluorescente incluida en el buffer de reacción, que queda permanentemente 
unida al producto de PCR y que sirve para la detección de los alelos en la muestra. Los 
SNPs entre PS y SC fueron obtenidos del mismo modo que para las sondas TaqMan y el 
diseño de los primers se realizó utilizando el software Kraken (LGC, Teddington, Reino 
Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias de los tres primers así 
como la posición de los SNPs respecto al inicio de la pseudomolécula correspondiente al 
GL VI del genoma de referencia (v3.5.1) se pueden consultar en la Tabla 3.3. Tanto las 
reacciones de PCR como el análisis de resultados fueron realizados por el Servicio de 
Genómica del CRAG en un equipo Fluidigm (San Francisco, Estados Unidos) a partir de 5 
µl de DNA (40 ng/µl). Para facilitar la visualización de los resultados, se desarrolló el 
“script” fluidigm2tab.py que ordena las muestras y genotipos según los parámetros fijados 
por el usuario (código en el Anexo). 
 

3.7. Clonaje posicional del QTL eth6.3 
 
De la progenie de los individuos F2 7M80-11 y 7M80-231 se buscaron dos individuos F3 
(7M80-11-4 y 7M80-231-5, representados en la Figura 4.1.3 del cap. 4.1) que fueran 
idénticos a sus progenitores a través del genotipado con SSRs para su micropropagación in 
vitro mediante esquejes. Los marcadores utilizados fueron: A_16-C12 y PS_18-D10 en el 
GL III; y PSI_41-H06, AP2/ERF, FR14-P22, CMCTN41, CMN61_14, TJ14 y CI_23-F08 
en el GL VI (Tabla 3.2). Veinte plántulas obtenidas a partir del individuo 7M80-11-4 
fueron cultivadas, autofecundadas y produjeron frutos al final de la primavera de 2012. 
Durante el verano del mismo año se germinaron alrededor de 1.100 semillas de esos frutos, 
que dieron lugar a la población segregante 2012-F4. Para el clonaje posicional del QTL 
eth6.3 se cribó la población 2012-F4 con dos marcadores flanqueantes tipo TaqMan SNP-
64.658 y SNP-2.826.073 (Tabla 3.3) para la detección de recombinantes. Posteriormente se 
utilizaron 24 marcadores adicionales diseñados con química KASP (Tabla 3.3) para el 
genotipado fino del punto de recombinación de cada uno de ellos. Todos los 
recombinantes fueron cultivados y se obtuvo suficiente cantidad de semillas para un 
fenotipado mediante análisis de progenie de entre 15 y 20 individuos por recombinante. 
Del total de recombinantes se seleccionaron 17 según su punto de recombinación y sus 
progenies fueron fenotipadas en los veranos de 2013 y 2014. Finalmente fue necesario el 
desarrollo de otros seis marcadores basados en secuenciación (indicados en la Tabla 3.1) 
para la selección de un gen candidato. 
 

3.8. Detección de mutantes de TILLING 
 
El cribado de la población “CharMono” (6.200 mutantes) se llevó a cabo dividiendo la 
secuencia del gen en dos fragmentos de 1.155 y 955 bp denominados A1 y A2 
respectivamente, que fueron amplificados mediante PCR con los “primers” A1-2F y A1-3R 
(A1) y A2-11F y A2-12R (A2). El producto de estas reacciones fue utilizado como molde 
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para una segunda PCR anidada con “primers” internos portando colas M13 marcadas con 
sondas fluorescentes M13F700 y M13R800. El amplicón A1 fue amplificado con los 
“primers” A1-6F y A1-8R (dando lugar a un fragmento de 920 bp) y el A2 con A2-14F y 
A2-17R (807 bp). La secuencia de los “primers” para la amplificación de A1 y A2, así como 
las Tm específicas de las PCR, pueden consultarse en la Tabla 3.4. La primera PCR 
(denominada N1) se realizó en un volumen de 25 µl con tampón NEB, 200 µM de dNTPs, 
0,4 µM de cada primer, 1 µl de DNA polimerasa y 4 ng de DNA de “pools” de 8 mutantes. 
El programa de amplificación consistió en un primer ciclo de 94ºC durante 2‟, 30 ciclos de 
94ºC durante 15‟‟, Tm durante 30‟‟ y 72ºC durante 1‟, y un último ciclo a 72ºC durante 5‟. 
Se verificó y cuantificó el producto de PCR mediante gel de agarosa al 1%. La segunda 
PCR (N2) se realizó en el mismo volumen y variando ligeramente la composición: tampón 
NEB, 200 µM de dNTPs, 0,1 µM de cada primer, 0,1 µM de cada sonda fluorescente 
(M13F700 y M13R800), 1 µL de DNA polimerasa y 1 µl del producto de la PCR N1. El 
programa de amplificación consistió en 94ºC durante 2‟, 10 ciclos de 94ºC durante 15‟‟, Tm 
durante 30‟‟ y 72ºC durante 1‟, 25 ciclos de 94ºC durante 15‟‟, 50ºC durante 30‟‟ y 72ºC 
durante 1‟, y 72ºC durante 5‟. La detección de mutantes se realizó siguiendo el mismo 
protocolo que Dahmani-Mardas et al. (2010) y que brevemente consiste en una digestión 
enzimática del producto de N2 con la endonucleasa EndoI y la separación de los 
fragmentos obtenidos mediante electroforesis en un gel de acrilamida. Las condiciones de 
electroforesis son idénticas a las del genotipado de SSRs (ap. 3.6.1). Para determinar la 
mutación exacta de los mutantes identificados se secuenció el producto de la PCR N1 con 
los “primers” indicados en la Tabla 3.4 y se predijo el efecto de las mutaciones observadas 
sobre la función proteica con la herramienta PROVEAN (Choi et al. 2012). Se pidieron 
semillas M2 de aquellas familias portadoras de mutaciones con cambio de aminoácido al 
banco de semillas del INRA (GAFL, Montfavet, Francia) que fueron sembradas y 
genotipadas mediante secuenciación (ver amplicones utilizados en la Tabla 3.1), eligiendo 
preferentemente individuos homocigotos para su fenotipado en las temporadas de 2014 y 
2015. 
 
Tabla 3.4: “Primers” utilizados en las PCR N1 y N2 de los amplicones A1 y A2 en el 
cribado de la población de TILLING “CharMono”. Se indican, además, la Tm y el 
diseño de los “primers” utilizados para la verificación por secuenciación de los mutantes 
encontrados. Los nucleótidos subrayados indican las colas M13 utilizadas para marcar los 
“forward primer” (CACGACGTTGTAAAACGAC) y “reverse primer” 
(TAACAATTTCACACAGG). 
 

Amplicón Primer Uso Secuencia (5'-3') Tm (ºC) 

A1 A1-2F PCR N1 GATCAGCTTTGCCTGTTTTGTGCAA 55 

A1 A1-3R PCR N1 ATTGTTGGCCACTATTCCTTGAAGC 55 

A1 A1-6F 
PCR N2 y 

secuenciación 
CACGACGTTGTAAAACGACCTTCCTCCTCTTCTTC 50/60 

A1 A1-8R PCR N2 TAACAATTTCACACAGGCTTCCATTGAATCTTCCC 50/60 

A1 A1-9R Secuenciación GAAATAATATTGAAATAGGGATTTA 46 

A2 A2-11F PCR N1 AATATAGGTTGGCGGATAATAAGCC 55 

A2 A2-12R PCR N1 TACCAAACTAAAACCCCTCAATACC 55 

A2 A2-14F PCR N2 ACGACGTTGTAAAACGACCGGCTCTGAATACACCT 50/60 

A2 A2-17R 
PCR N2 y 

secuenciación 
TAACAATTTCACACAGGCTAAAACCCCTCAATACC 50/60 

A2 A2-16F Secuenciación ATAACAATTTCACACAGGGGGTTGAATTGAACTGG 62 
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3.9. Obtención de una construcción RNAi 
 
La obtención de una horquilla de RNA (hpRNA) para el experimento de RNAi (cap. 4.4) 
se realizó en tres fases: primero se construyó el casete de expresión del hpRNA utilizando 
el vector pKANNIBAL (Wesley et al. 2001) en E. coli, después se clonó el casete en el 
vector binario pART27 (Gleave 1992) y por último se transformó Agrobacterium tumefaciens 
con la construcción final pART27-HP.  
 
3.9.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
 
Las bacterias utilizadas en la construcción del hpRNA fueron E. coli cepa JM109 (Promega, 
Madison, USA) y Agrobacterium tumefaciens cepa AGL0. Las dos cepas son competentes y 
pueden ser transformadas mediante choque térmico tal y como se indica más adelante.  
 
El cultivo de bacterias se realizó en medio LB (Bertani 1951) al que se le añadieron agentes 
de selección como kanamicina (kana, 50 mg/l), espectinomicina (spec, 50 mg/l) y 
rifampicina (rif, 50 mg/L). En algunos casos también se añadió IPTG (0,1 mM) y X-gal (20 
mg/l) para utilizar el sistema “reporter” LacZ. Para el cultivo en placa de Petri se añadieron 
15 g/l de agar (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) para obtener un medio sólido. La 
temperatura de crecimiento fue de 37ºC para E. coli y 28ºC para Agrobacterium.  
 
3.9.2. Técnicas específicas utilizadas en la obtención del RNAi 
 
A continuación se describen las técnicas utilizadas únicamente en el proceso de 
construcción del hpRNA. 
 
Digestiones enzimáticas 
Todas las digestiones enzimáticas de este apartado fueron realizadas en un volumen de 
50 µl ajustando la cantidad de DNA según las características de cada enzima. Para asegurar 
una digestión completa se incubaron las muestras durante 3 horas a la temperatura 
indicada, añadiendo 1 µl de enzima al término de la segunda hora. Después de cada 
digestión enzimática se purificaron las muestras mediante el filtrado a través de una 
columna de Sephadex G50 (Buckinghamshire, Reino Unido).  
 
Ligaciones 
Las ligaciones fueron realizadas utilizando la enzima T4 DNA Ligase (Promega, Madison, 
USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Antes de la reacción se calculó la 
concentración molar tanto del inserto como del vector mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1%. Se realizaron dos reacciones de ligación en paralelo con unos ratios 
inserto/vector distintos y específicos para cada caso. El periodo de incubación fue de 10 
horas a 16ºC. 
 
PCR de colonias 
Las condiciones de las PCR de colonias fueron las mismas que para el genotipado de SSRs 
(ap. 3.6.1) con la excepción de que, en lugar de añadir DNA, se resuspendieron en la 
mezcla de reacción bacterias muestreadas directamente de cada colonia. Las parejas de 
“primers” utilizadas se especifican más adelante. El resultado de la PCR fue visualizado 
mediante electroforesis en gel de agarosa.  
 
Minipreparaciones 
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Las minipreparaciones de DNA de plásmido fueron realizadas a partir de 3 ml de cultivo 
de bacterias que se dejaron crecer durante 12 horas. Tras una precipitación mediante 
centrifugación durante 10 minutos a 3.000 rpm, se lisaron las células y se purificaron los 
plásmidos con el kit Gene Jet Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, Waltham, Estados 
Unidos). El resultado de la minipreparación fue cuantificado mediante electroforesis y con 
Nanodrop. 
 
Transformación bacteriana 
Para la transformación de la cepa JM109 de E. coli se siguió el protocolo recomendado por 
el proveedor (Promega, Madison, USA). Brevemente, consiste en precipitar el plásmido 
sobre la pared celular bacteriana con hielo y provocar su desestabilización mediante un 
choque térmico a 42ºC de forma que el plásmido se introduzca en el interior. 
Posteriormente se dejaron crecer las bacterias en medio LB líquido durante una hora antes 
de ser sembradas en placas con medio LB sólido con el agente de selección adecuado. Las 
primeras colonias transformantes comenzaron a ser visibles a partir de las 12 h desde el 
cultivo. Por otro lado la transformación de la cepa AGL0 de Agrobacterium consistió en: (1) 
mezclar células competentes con DNA plasmídico en una proporción 2:1 v/v y mantenerlo 
5 minutos en nitrógeno líquido, (2) realizar un choque térmico a 37ºC durante 30 minutos, 
(3) añadir 1 ml de medio de cultivo líquido e incubar durante 1 hora y (4) cultivar alícuotas 
de 300 µl en placas con medio selectivo. Entre las 48 - 72 horas comenzaron a crecer las 
primeras colonias transformantes. 
 
Glicerinado 
El glicerinado de bacterias consistió en diluir una alícuota de 850 µl de cultivo líquido con 
150 µl de glicerina seguido de su congelación inmediata con nitrógeno líquido y su 
conservación a largo plazo a -80ºC. 
 
3.9.3. Proceso de construcción del hpRNA 
 
El proceso de construcción comenzó con la amplificación del fragmento denominado 
200-NAC, entre los nucleótidos 1.003 y 1.203 del gen MELO3C016540, mediante PCR 
con los “primers” HP-2F y HP-2R. Las características de todos los “primers” utilizados en 
este apartado pueden consultarse en la Tabla 3.5. La reacción se llevó a cabo en un 
volumen de 50 µl a partir de 200 ng de DNA del parental SC utilizando el kit Phusion 
Green High-Fidelity DNA Polymerase según las instrucciones del fabricante (Thermo 
Scientific, Waltham, Estados Unidos) y utilizando el mismo programa de amplificación que 
para el genotipado de SSRs (ap. 3.6.1). A continuación el fragmento 200-NAC y el vector 
pKANNIBAL fueron digeridos por separado con las enzimas EcoRI y KpnI, purificados y 
cuantificados para calcular los ratios molares de la ligación (5x y 10x en este caso). El 
producto de ligación fue utilizado para transformar E. coli y las bacterias con la 
construcción pKan-200-NAC fueron seleccionadas mediante el cultivo en medio LB + 
kana. Se cribaron las colonias resistentes mediante PCR de colonias con los “primers” 
35S-F y HP-2R y se confirmó la construcción de las colonias positivas mediante la 
digestión de la minipreparación con EcoRI y KpnI y su secuenciación con el “primer” 35S-F. 
Para la inserción de la segunda copia de 200-NAC se repitió el mismo proceso. En este 
caso, en lugar de pKANNIBAL se utilizó pKan-200-NAC, las enzimas de restricción 
fueron XbaI y HindIII, y los “primers” utilizados int4-F y HP2-F (para la PCR de colonias) 
y 35S-F y int2-F (para la secuenciación de la minipreparación). 
 
Una vez completada la construcción del vector pKan-HP, se separó el casete de expresión 
mediante digestión enzimática con NotI. El aislamiento del casete (3.366 bp) del resto del 
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vector (3.882 bp) se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa recuperando la banda 
de interés del gel con una hoja de bisturí bajo luz UV y purificando el DNA con el kit High 
Pure PCR Purification (Roche, Basel, Suiza). El vector binario pART27 también fue 
digerido con la misma enzima y se realizó un tratamiento con fosfatasa alcalina (rSAP, New 
England Biolabs, Ipswich, USA) para prevenir su recircularización. El casete y pART27 
fueron ligados con unos ratios inserto/vector de 10x y 15x y la ligación fue utilizada para la 
transformación de E. coli. En este caso las bacterias fueron cultivadas en el medio LB + 
spec + IPTG + X-gal para utilizar el sistema LacZ en la selección de colonias 
transformantes. Se verificó la presencia de pART27-HP mediante PCR de colonias con los 
“primers” OCS-F y pARTlac-3R y se extrajo el plásmido de las colonias positivas mediante 
minipreparación para su confirmación mediante digestión con la enzima NotI y 
secuenciación con los “primers” indicados en la Tabla 3.5. 
 
Finalmente, el vector binario pART27-HP fue introducido en Agrobacterium tumefaciens y las 
bacterias transformadas fueron cultivadas en medio líquido LB + rif + spec hasta la 
aparición de las primeras colonias. Las colonias se verificaron mediante PCR con los 
“primers” OCS-F y pARTlac-3R y después se conservaron a -80ºC mediante glicerinado. 
 
Tabla 3.5: Secuencia y localización de los “primers” utilizados en la construcción 
RNAi. Los nucleótidos subrayados indican las dianas de restricción: EcoRI (GAATTC) y 
KpnI (GGTACC). En negrita se indican las dianas de restricción: XbaI (TCTAGA) y 
HindIII (AAGCTT). 
a: “primers” utilizados en la verificación por secuenciación de pKan-HP. 
b: “primers” utilizados en la verificación por secuenciación de pART27-HP. 
 

Primer Localización Secuencia (5'-3') 
Tm 
(ºC) 

HP-2F MELO3C016540 CGGTCTAGAGAATTCAGCAATGCTACCAATTCAAAAC 60 

HP-2R MELO3C016540 CGGAAGCTTGGTACCGTGAGTAGAGTGGTGAAGGA 60 

35S-Fa,b 
Promotor CaMV 35S 

(pKANNIBAL) 
TCATTGCGATAAAGGAAAGGC 60 

35S-Rb 
Promotor CaMV 35S 

(pKANNIBAL) 
GGGATGAAGTTCAACCTGTC 55 

int-1Rb Intrón pdk (pKANNIBAL) TCATACTAATTAACATCACTTA 44 

int-2Fa.b Intrón pdk (pKANNIBAL) AATATAACAAAGCGCAAGATC 60 

int-4Fb Intrón pdk (pKANNIBAL) GTATAAAATAGTTAAGTGATGTT 60 

OCS-Fb 
Terminador ocs 
(pKANNIBAL) 

ATCTACGACACACCGAGCG 60 

pARTlac-Fb Gen LacZ (pART27) AATACGCAAACCGCCTCTCC 62 

pARTlac-2Rb Gen LacZ (pART27) GGCCTCTTCGCTATTACGC 58 

pARTlac-3R Gen LacZ (pART27) ATGTGCTGCAAGGCGATTAA 60 

 

3.10. Análisis bioinformático de secuencias 
 
3.10.1. Análisis comparativo y filogenético de secuencias 
 
En este trabajo de se han realizado análisis comparativos y filogenéticos de secuencias, 
tanto de DNA como de proteínas, para la validación del gen candidato mediante 
secuenciación (cap. 4.2) y en el diseño de la construcción de RNAi (cap. 4.3). La 
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procedencia de las secuencias analizadas es diversa y se detalla a continuación. La lista de 
secuencias de DNA de los genes NAC de melón se obtuvo mediante la predicción de 
dominios NAC en el genoma de referencia (Garcia-Mas et al. 2012) utilizando la 
herramienta hmmscan del software HMMER3 (Finn et al. 2011). El perfil del dominio NAC 
(código PF02364) fue descargado de la base de datos Pfam (Finn et al. 2014) en mayo de 
2015. El punto isoeléctrico y peso molecular de las proteínas NAC de melón fueron 
calculadas con la herramienta Sequence Manipulation Suite (Stothard 2000). Las proteínas 
NAC de diversas especies y con función conocida se obtuvieron a través de una búsqueda 
bibliográfica y la consulta de las bases de datos “The Arabidopsis Information Resource” 
(TAIR, www.arabidopsis.org) y “Universal Protein Resource” (UniProt, www.uniprot.org). 
La relación completa de genes utilizados se encuentra en la Tabla 3.6. Las secuencias de 
DNA de MELO3C016540 en una colección de variedades de melón se obtuvieron a partir 
de la secuenciación de cuatro amplicones (Tabla 3.1) en las 54 variedades del COMAV. 
 
Tabla 3.6: Lista de proteínas de la familia de factores de transcripción NAC de 
diversas especies y de función conocida con el código UniProt y la referencia del 
trabajo en el que fueron descritas. 
 

Especie Proteína Función Código UniProt Referencia 

Oryza sativa OsNAC1 Crecimiento y desarrollo Q8H0I5_ORYSA Hu et al. 2006 

Oryza sativa OsNAC2 Crecimiento y desarrollo Q8H0I4_ORYSA Chen et al. 2015b 

Oryza sativa OsNAC6 Estrés NAC48_ORYSJ Nakashima et al. 2007 

Solanum lycopersicum SlNAC1 Estrés Q6RH27_SOLLC Selth et al. 2005 

Solanum lycopersicum SlNAM1 Estrés B8XS01_SOLLC Yang et al. 2011a 

Solanum lycopersicum SlNAC2 Estrés K4BWV2_SOLLC Uppalapati et al. 2008 

Solanum lycopersicum SlNAC3 Estrés K4CH25_SOLLC Han et al. 2012 

Solanum lycopersicum SlNAC4 Maduración K4D6Q0_SOLLC Zhu et al. 2014 

Solanum lycopersicum SlNAC-NOR Maduración Q56UP7_SOLLC Patente US 6.762.347 B1 

Glycine max GmNAC2 Estrés Q52QR4_SOYBN Jin et al. 2013 

Capsicum annuum CaNAC1 Estrés Q3ZN85_CAPAN Oh et al. 2005 

Solanum tuberosum StNAC Estrés Q948Z2_SOLTU Collinge & Boller 2001 

Citrus sinensis CsNAC Senescencia A2IB55_CITSI Liu et al. 2009b 

Petunia hybrida PhNAM Crecimiento y desarrollo Q40880_PETHY Souer et al. 1996 

Phaseolus vulgaris PvNAP Senescencia Q93XA6_PHAVU Tucker et al. 2002 

Arabidopsis thaliana ATAF1 Estrés Q2HIR8_ARATH Wu et al. 2009 

Arabidopsis thaliana ATAF2 Estrés NAC81_ARATH Delessert et al. 2005 

Arabidopsis thaliana CUC1 Crecimiento y desarrollo NAC54_ARATH Takada et al. 2001 

Arabidopsis thaliana CUC2 Crecimiento y desarrollo NAC98_ARATH Aida et al. 1997 

Arabidopsis thaliana CUC3 Crecimiento y desarrollo NAC31_ARATH Vroemen et al. 2003 

Arabidopsis thaliana NAC1 Crecimiento y desarrollo B2CUT4_ARATH Xie et al. 2000 

Arabidopsis thaliana NAC2 Senescencia NAC56_ARATH Balazadeh et al. 2010 

Arabidopsis thaliana NST1 Pared Celular NAC43_ARATH Mitsuda et al. 2005 

Arabidopsis thaliana NST2 Pared Celular NAC66_ARATH Mitsuda et al. 2005 

Arabidopsis thaliana NST3 Pared Celular NAC12_ARATH Hussey et al. 2011 

Arabidopsis thaliana NAP Senescencia NAC29_ARATH Guo & Gan 2006 

Arabidopsis thaliana TIP Estrés Q9LKG8_ARATH Ren et al. 2000 

Arabidopsis thaliana AtNAM Crecimiento y desarrollo NAC18_ARATH Duval et al. 2002 

Arabidopsis thaliana VNI1 Pared Celular NAC82_ARATH Kubo et al. 2005 

Arabidopsis thaliana VNI2 Pared Celular NAC83_ARATH Yamaguchi et al. 2010 

Arabidopsis thaliana FEZ Crecimiento y desarrollo FEZ_ARATH Willemsen et al. 2008 

Arabidopsis thaliana BRN1 Crecimiento y desarrollo BRN1_ARATH Bennett et al. 2010 

Arabidopsis thaliana BRN2 Crecimiento y desarrollo BRN2_ARATH Bennett et al. 2010 

Arabidopsis thaliana SMB Crecimiento y desarrollo SMB_ARATH Bennett et al. 2010 

Arabidopsis thaliana ORE1 Senescencia NAC92_ARATH Qiu et al. 2015 

Arabidopsis thaliana ORS1 Senescencia NAC59_ARATH Balazadeh et al. 2011 

Arabidopsis thaliana JUB1 Estrés NAC42_ARATH Wu et al. 2012 

 



2. Material y Métodos 
 

58 
 

Los alineamientos múltiples de secuencias (DNA y proteínas) se realizaron a partir de 
archivos en formato fasta con la herramienta Clustal Omega (ClustalO, Sievers et al. 2011). 
Para la visualización de alineamientos se utilizó la aplicación Jalview 2.8 (Waterhouse et al. 
2009) estableciendo un límite de conservación de 75% para la coloración de los residuos. El 
sombreado de los subdominios NAC se corresponde con las regiones indicadas en Zhu et 
al. (2014). El cálculo de conservación de cada base respecto al resto de secuencias alineadas 
se realizó con Jalview. Para la reconstrucción de la filogenia de las secuencias se utilizó el 
método “Neighbor-joining” en MEGA 6.06 (Tamura et al. 2013) realizando 1.000 
iteraciones “Bootstrap” para comprobar su fiabilidad. La representación gráfica de la 
filogenia en forma de cladograma se realizó con el paquete ape (Paradis et al. 2004) para R. 
  
3.10.2. Análisis del RNA-Seq 
 
El análisis del estudio transcriptómico de la maduración del fruto mediante RNA-Seq (cap. 
4.5) precisó de una gran variedad de programas y “scripts” diferentes especializados en 
llevar a cabo cada uno de las partes del análisis. A continuación se describe en detalle cada 
paso del proceso, representado en la Figura 3.1, excepto la secuenciación y el primer filtro 
de calidad, que fueron realizados por el Servicio de Secuenciación Masiva del CRAG. El 
análisis se puede resumir en: la preparación de las lecturas para el mapeado, el mapeado 
utilizando el genoma de melón como referencia, el recuento de lecturas mapeadas en cada 
uno de los genes, el análisis de expresión diferencial y por último la caracterización de los 
genes diferencialmente expresados. 
 

Secuenciación

1er filtro de calidad
Newbler 2.6

Conversión de formato
Sff2fastq 0.9.2

2o filtro de calidad
Trimmomatic 0.33

Mapeado
HISAT 0.1.16

Nueva anotación
Stringtie 1.0.4

Cuffmerge 2.2.1

Recuento de secuencias
HTSeq-count 0.6.1

Análisis de expresión
R 3.2.1

Análisis de expresión diferencial
DESeq2 1.8.1

Análisis funcional
GOSlim / BinGO 2.44

Caracterización de genes DE
Mapman 3.6 / qqman

Control de calidad
FastQC 0.11.2

Control de calidad
Qualimap 2.1.1

lecturas (sff)

lecturas (sff)

lecturas (fastq)

lecturas (fastq)

Análisis exploratorio
DESeq2 1.8.1

lecturas (sff)

anotación 

(gtf)

expresión 

normalizada (txt)
tabla de genes 

DE (txt)

expresión 

normalizada (txt)

tabla de recuento (txt)

alineamiento (sam)

alineamiento (sam)

lecturas (sff)

Alineamiento

(sam)

 
 
Figura 3.1: Análisis de un experimento de RNA-Seq. Flujo de trabajo o “pipeline” en 
el que las cajas representan procesos y las flechas indican el sentido del análisis. Se 
especifican los archivos de salida de cada proceso, con el formato entre paréntesis, que 
sirven como punto de partida para el proceso siguiente.  
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Preparación de las lecturas para el mapeado 
La preparación de las lecturas para el mapeado consistió en unir los archivos de las dos 
carreras de secuenciación para ser analizados conjuntamente, adaptar su formato para los 
análisis posteriores y realizar un segundo filtrado de calidad, más exhaustivo, para asegurar 
un buen mapeado. 
 
Para unir los archivos obtenidos en las dos carreras de secuenciación se utilizó la función 
sfffile del programa Newbler 2.6 (Roche, Basel, Suiza). Se realizó una conversión de formato 
sff a fastq con el programa sff2fastq 0.9.2 (github.com/indraniel/sff2fastq) para hacer 
compatibles los archivos de lecturas con las herramientas utilizadas más adelante y se 
exploró por primera vez la calidad de las lecturas mediante el programa FastQC 0.11.2 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). 
 
El segundo filtrado de calidad se realizó con el programa Trimmomatic 0.33 (Bolger et al. 
2014) con el objetivo de que el promedio de la calidad (“Phred score”, que varía entre 0 y 
40) de las lecturas fuera superior a 20. Primero se eliminaron los primeros 15 bp de cada 
lectura por la presencia de secuencias adaptadoras. Seguidamente se acortaron las lecturas 
desde el extremo 5‟ hasta encontrar una base con un “Phred score” superior a 24. Después 
se utilizó el sistema “sliding window” para comprobar la calidad a lo largo de cada lectura 
comenzando en el extremo 5‟ en bloques de 30 bp, cortando el extremo 3‟ cuando el 
“Phred score” promedio fuera inferior a 23. Finalmente se estableció el tamaño mínimo de 
lectura en 40 bp y se comprobó la eficacia del filtrado mediante un control de calidad con 
FastQC. 
 
Mapeado y recuento de las lecturas 
El mapeado de las lecturas se realizó utilizando HISAT 0.1.16 (Kim et al. 2015) para lo que 
se generó un índice de sitios de “splicing” de la anotación del genoma v3.5.1 con el 
programa extract_splice_sites.py para guiar el mapeado en las uniones entre exones e intrones. 
El mapeado se realizó utilizando este índice y la versión 3.5.1 del genoma de referencia 
organizado en pseudocromosomas (Argyris et al. 2015b) con los parámetros por defecto de 
la herramienta. En este paso se obtuvo un archivo de alineamiento de secuencias (formato 
sam) por cada archivo de lecturas. Para explorar la calidad del mapeado se utilizó el 
programa Qualimap 2.1.1 (Garcia-Alcalde et al. 2012) en modo RNA-Seq con los archivos 
sam obtenidos de HISAT. Los resultados mostraron la eficiencia de mapeado y el 
porcentaje de lecturas mapeadas contra los distintos elementos del genoma como exones, 
intrones y regiones intergénicas. 
 
Se utilizó Stringtie 1.0.4 (Pertea et al. 2015) para generar una nueva anotación del genoma a 
partir de cada uno de los archivos sam utilizando la anotación existente como referencia. 
Las nuevas anotaciones, una por cada alineamiento, fueron unidas en una sola utilizando el 
complemento cuffmerge del programa Cufflinks 2.2.1 (Trapnell et al. 2013). La nueva 
anotación (formato gtf), junto con los alineamientos de secuencias (sam) obtenidos de 
HISAT fueron utilizados para realizar el recuento de lecturas de cada gen con el programa 
HTSeq-count 0.6.1 (Anders et al. 2015). El resultado, una tabla en formato txt que contiene 
el número de lecturas mapeadas en cada gen en cada uno de los alineamientos, fue utilizado 
para el análisis de expresión diferencial. 
 
Procesamiento del recuento de lecturas y análisis de expresión diferencial 
Para el procesamiento del recuento de lecturas y el análisis de expresión diferencial se 
utilizó el paquete DESeq2 1.8.1 (Love et al. 2014) para R, desarrollado específicamente para 
el análisis de este tipo de experimentos. Por tanto todas las funciones nombradas a partir 
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de aquí pertenecen a este paquete o son funciones básicas de R salvo que se indique lo 
contrario. 
 
El procesamiento del recuento de lecturas consistió en la normalización de los datos 
obtenidos de HTSeq-count. Se utilizó la función DESeq para normalizar en función del 
número de secuencias mapeadas y de su dispersión, obteniendo un data.frame con toda la 
información necesaria para el análisis de expresión diferencial. 
  
Para los análisis exploratorios de la expresión génica global, se realizó una transformación 
logarítmica de los datos normalizados de recuento de lecturas con la función rlog, que utiliza 
una escala logarítmica con base 2. La tabla de recuento transformada permitió el cálculo y 
representación de un análisis de componentes principales (PCA) mediante la función 
plotPCA. El estudio de la distancia entre las muestras se realizó a partir de los datos de 
recuento transformados de los 500 genes más expresados a través del cálculo de la matriz 
de distancias (función dist) y de la agrupación jerárquica de las muestras (función hclust). La 
representación gráfica en forma de “heatmap” se realizó mediante la función heatmap.2. 
 
El análisis de expresión no precisó de una transformación de los datos y se realizó a partir 
de la tabla de recuento de lecturas normalizada. Para ello se obtuvo una lista de genes 
expresados, es decir, con lecturas mapeadas en al menos dos de las tres réplicas biológicas 
de cada muestra. La visualización mediante diagramas de Venn de los genes específicos de 
cada muestra, así como los genes comúnmente expresados entre ellas, se realizó con la 
función draw.quad.venn del paquete VennDiagram 1.6.9 (Chen & Boutros 2011) para R. 
 
Los análisis de expresión diferencial entre dos muestras, denominados contrastes, se 
realizaron con la función results, que lleva a cabo los siguientes pasos: primero estima los 
factores de tamaño y la dispersión de las secuencias mapeadas en cada gen, después ajusta 
una distribución binomial negativa y realiza una prueba de significación de Wald. Esta 
prueba permite comparar las lecturas mapeadas en cada gen entre las dos muestras de cada 
contraste y asignar un p-valor a cada comparación. Finalmente results ajusta los p-valores de 
la prueba de Wald para comparaciones múltiples mediante el método de Benjamini y 
Hochberg (BH). El resultado del análisis de expresión diferencial es una tabla que contiene, 
para cada gen de la anotación, una serie de estadísticos como el promedio de lecturas 
mapeadas, el “fold change”, el p-valor y el p-valor ajustado, entre otros. En este trabajo se 
estableció un p-valor ajustado de 0,05 como umbral de significación para considerar un gen 
como diferencialmente expresado (DE), que es equivalente a permitir un máximo de 5% de 
falsos positivos. Se utilizó el paquete de R VennDiagram para la representación mediante 
diagramas de Venn de los genes DE en común entre los contrastes (función 
draw.pairwise.venn).  
 
El estudio de las diferencias de expresión entre las líneas a lo largo del tiempo se realizó 
mediante la aplicación de una fórmula de diseño que modela las diferencias entre líneas, las 
diferencias entre condiciones y las diferencias específicas de cada línea entre las dos 
condiciones (función DESeq con la opción design = ~ line + condition + line:condition). 
Posteriormente se extrajeron los genes DE mediante la aplicación de una prueba de razón 
de verosimilitud (opción test = RLT de la función results) entre la fórmula anterior y una 
versión reducida en la que se elimina del factor interacción (reduced = ~ line + condition). Los 
p-valor obtenidos fueron ajustados para comparaciones múltiples con el método BH y se 
escogió un p-valor ajustado de 0,05 (5% de falsos positivos) como límite de significación. 
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Caracterización de genes DE 
La anotación funcional de los genes DE se realizó extrayendo del fichero con toda la 
anotación funcional del genoma del melón (Garcia-Mas et al. 2012) los códigos GO 
asociados con cada uno de ellos. El resumen de la anotación funcional se hizo con la 
herramienta GOSlimViewer de AgBase (McCarthy et al. 2006) utilizando la ontología 
abreviada específica de plantas GOSlim-Plant (descargada de geneontology.org en julio del 
2015). El análisis de enriquecimiento de términos GO en los grupos de genes DE respecto 
al genoma de referencia se realizó con el plugin BinGO 2.44 (Maere et al. 2005) para el 
programa Cytoscape 3.2.1 (Shannon et al. 2003), que también permitió la representación de 
los resultados utilizando la ontología GOSlim-Plant. Los p-valores inferiores a 0,05 fueron 
considerados estadísticamente significativos. 
 
La representación de la distribución de los p-valores ajustados asociados a cada gen 
respecto a su posición cromosómica (“Manhattan plot”) se llevó a cabo con el paquete 
qqman (Turner 2014) de R a partir de los p-valores ajustados obtenidos en el análisis de 
expresión diferencial y la posición física de cada gen. Se utilizaron los datos de la 
resecuenciación de la línea SC3-5-1 (Pereira, sin publicar) para establecer las posiciones de 
las introgresiones. El estudio del enriquecimiento de genes DE dentro de las introgresiones 
respecto al resto del genoma se realizó a través de la construcción de una tabla de 
contingencia y la aplicación de una prueba exacta de Fisher (función básica de R fisher.test), 
tomando un p-valor menor a 0,05 como significativo. 
 
La representación gráfica de las diferencias de expresión de los genes relacionados con la 
ruta del etileno y de los factores de transcripción se realizó con el programa MapMan 3.6.0 
(Thimm et al. 2004) a partir de una lista de genes relacionados con estos procesos según su 
anotación en el genoma de referencia. La lista completa de genes representados está 
recogida en la Tabla A.4.5.6 del Anexo. Se utilizaron los valores de “fold change” 
obtenidos del análisis de expresión diferencial para el código de color. La imagen de la ruta 
es la Figura 1.4 modificada. Los gráficos de líneas que representan la expresión de los genes 
implicados en la maduración del fruto se realizaron a partir de los valores de expresión 
normalizados de cada una de las réplicas con la función plotCounts. 
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4.1. Clonaje posicional del QTL eth6.3 
 
4.1.1. Introducción. 
 
Este trabajo de clonaje posicional de un QTL implicado en la maduración climatérica del 
fruto de melón parte del hallazgo de la línea climatérica SC3-5 en la colección de NILs 
procedente del cruzamiento entre los parentales no climatéricos PS (parental recurrente) y 
SC (parental donante) (Eduardo et al. 2005). Mediante la caracterización de SC3-5 y de su 
línea derivada SC3-5-1 (ver Material y Métodos cap. 3.1) fueron detectados dos QTLs, 
eth3.5 y eth6.3 localizados en los GL III y VI respectivamente, ambos implicados en la 
maduración climatérica del fruto de melón (Moreno et al. 2008; Vegas et al. 2013).  
 
Para estudiar el modo en el que los dos QTLs interaccionan, fueron desarrolladas cuatro 
líneas con diferentes combinaciones en homocigosis que fueron denominadas genotipos 
fijos (GF): la línea GF31 con ambos QTLs, la línea GF35 con eth3.5 y la línea GF40 con 
eth6.3. Los primeros estudios de interacción parecían indicar que eth3.5 no era capaz de dar 
lugar a frutos climatéricos por si mismo, mientras que el efecto de eth6.3 parecía mayor y 
suficiente para producir un fenotipo climatérico cuando estaba solo. Sin embargo, en 
estudios posteriores se midió la producción de etileno y se demostró que tanto eth3.5 como 
eth6.3 son capaces de producir la hormona e inducir la maduración climatérica del fruto de 
forma independiente, pero que cuando ambos están presentes interaccionan de forma 
aditiva acelerando el proceso (Vegas et al. 2013). En el caso de la producción de etileno, la 
línea GF31 produce el característico pico climatérico a los 35 días tras la polinización 
(DAP, “days after pollination”), mientras que GF35 lo hace a los 40 DAP y GF40 a los 43 
DAP, aunque la variabilidad es muy grande (Figura 4.1.1). La cantidad de etileno 
biosintetizado muestra un patrón similar: la línea más productora es GF31 seguida de 
GF35 y GF40 (4,4, 2,5 y 2 µl/kg·h respectivamente). La interacción entre eth3.5 y eth6.3 
también se evidencia a través de otros procesos relacionados con la maduración del fruto 
como la dehiscencia, los cambios de coloración externa del fruto y la producción de aromas 
característicos, que tienen lugar adelantados en el tiempo y con mayor intensidad en la línea 
GF31 seguida de GF35 y GF40. Por último, cabe destacar que tras numerosas campañas de 
fenotipado de las líneas que contienen eth3.5 se ha puesto de manifiesto un elevado 
componente ambiental en el efecto del QTL. Este fenómeno se refleja en la presencia de 
zona de abscisión, el tiempo de dehiscencia o los cambios de coloración externa del fruto, 
que pueden llegar a variar enormemente de un año a otro (Vegas 2014).  
 
Tras la detección de eth6.3, se construyó una población con el alelo en homocigosis de SC 
fijado en eth3.5 para su mapeo fino mediante la búsqueda de recombinantes en la región del 
QTL y se redujo el locus eth6.3 al intervalo comprendido entre los marcadores Al_03-B03 y 
FR14-P22 en la región centromérica del GL VI, tal y como se esquematiza en la Figura 
4.1.2 (Vegas et al. 2013). Posteriormente, el intervalo fue reducido a 2,75 Mbp entre los 
marcadores AP2/ERF y FR14-P22 aunque debido al efecto de eth3.5 no se pudieron 
distinguir recombinantes heterocigotos para eth6.3 y, por tanto, no fue posible reducir más 
el intervalo (Vegas 2014). El trabajo realizado en este apartado de tesis parte de estos 
últimos esfuerzos por reducir el intervalo y tiene como objetivo el clonaje posicional de 
eth6.3 mediante el desarrollo de una nueva población segregante el alelo de PS fijado para 
eth3.5 y la búsqueda de recombinantes tomando como punto de partida la región 
flanqueada por los marcadores AP2/ERF y FR14-P22. Mediante el uso de esta estrategia se 
pretende separar el efecto de eth3.5 del de eth6.3 para facilitar el análisis fenotípico de los 
recombinantes, optimizando así el proceso de clonaje posicional del QTL. 
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Figura 4.1.1: Producción de etileno durante la maduración del fruto de las líneas PS, 
GF31, GF35 y GF40. Se representa el promedio ± desviación estándar de tres réplicas 
biológicas. Se mide la producción de etileno en días después de la polinización (DAP). 
Figura adaptada de Vegas et al. (2013). 

 
Figura 4.1.2: Mapa genético de alta resolución del locus eth6.3. Se representa el 
trabajo de mapeo realizado por Vegas (2014), que redujo la región del QTL hasta un 
intervalo de 2,75 Mbp en la región centromérica del GL VI, marcado con una horquilla 
horizontal en la parte inferior, entre los marcadores AP2/ERF y FR14-P22. Representados 
en orden descendente: el mapa genético del GL VI de melón (Diaz et al. 2011) con la 
introgresión de SC en el fondo genético de PS de la NIL SC3-5-1 en color verde; un mapa 
genético de media resolución de la región; y un mapa físico de alta resolución en el que se 
señala, en color amarillo, el intervalo de eth6.3 publicado en Vegas et al. (2013). Modificado 
de Vegas (2014). 
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4.1.2. Obtención de una población segregante para eth6.3. 
 
Para el clonaje posicional del locus eth6.3 fue necesaria la obtención de una población 
segregante que permitiera detectar el mayor número posible de recombinantes dentro del 
intervalo del QTL y que al mismo tiempo elimine la influencia de eth3.5 que se observó en 
el mapeo anterior (Vegas et al. 2013). Para ello se identificaron mediante marcadores 
moleculares dos individuos F2 procedentes de un cruzamiento anterior SC3-5-1 x PS 
(población 7M80, Vegas et al. 2013) denominados 7M80-11 y 7M80-231, que tuvieran fijada 
con el alelo de PS la introgresión en el GL III (eth3.5) y fueran heterocigotos en la del GL 
VI (eth6.3). A pesar de que estos individuos ya no existían se conservaban DNA y semillas 
procedentes de su autofecundación, que fueron utilizadas para identificar en su progenie 
varios individuos F3 idénticos a ellos (Tabla 4.1.1). Dos plantas F3 elegidas al azar (7M80-
11.4 y 7M80-231.5) fueron replicadas mediante micropropagación in vitro obteniéndose 20 
esquejes por planta que fueron aclimatados, cultivados en invernadero y autofecundados. 
De esta forma se aseguraron suficientes semillas segregantes como para encontrar 
recombinantes. Finalmente se germinaron más de 1.300 semillas procedentes de las réplicas 
del individuo 7M80-11.4 dando lugar a la población segregante 2012-F4. El proceso de 
obtención de la población 2012-F4 está esquematizado en la Figura 4.1.3. 

 
Figura 4.1.3: Esquema de los cruzamientos desarrollados durante el clonaje 
posicional de eth6.3. Los cruzamientos se indican con una “X” y, si está dentro de un 
círculo, señala autofecundación. Las barras verticales de color negro representan los GL 
indicados con números romanos, y las cajas de colores representan las regiones de los 
QTLs eth3.5 y eth6.3 en los GL III y VI respectivamente. El color verde indica alelo de PS 
en homocigosis, el naranja alelo de SC en homocigosis y el azul alelos en heterocigosis. A la 
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derecha de la figura se representan los marcadores utilizados para la selección de los 
individuos 7M80-11.4 y 7M80-231.5 sobre ambos grupos de ligamiento. 
 
Tabla 4.1.1: Genotipo de los individuos utilizados para la generación de la 
población segregante 2012-F4. Se indica la planta F2 original y la planta F3 genotipada con 
los marcadores que se muestran, representados según su orden en ambos grupos de 
ligamiento. B (verde) = homocigoto para PS y H (azul) = heterocigoto. 
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Los requerimientos de luz y temperatura del cultivo de la planta del melón permiten realizar 
solamente dos generaciones por año así que los procesos de micropropagación in vitro y la 
obtención de la población 2012-F4 se realizaron en la primera mitad de la campaña (entre 
abril y julio de 2012) con el objetivo de aprovechar la segunda mitad de la campaña para la 
búsqueda y el cultivo de los recombinantes. En la Figura 4.1.4 se representa la distribución 
temporal de todos los experimentos realizados durante el clonaje posicional de eth6.3. 
 

Figura 4.1.4: Distribución temporal de los experimentos llevados a cabo durante el 
clonaje posicional de eth6.3. Las cajas de colores representan la duración de los 
experimentos: primero se seleccionaron los individuos 7M80-11.4 y 7M80-231.5 (caja azul 
claro), que fueron micropropagados in vitro durante tres meses (caja azul oscuro) antes de 
ser aclimatadas y cultivadas para la producción de semillas durante la primera parte de la 
temporada 2012 (caja morada). Tras el cultivo se germinaron aproximadamente 1.400 
plántulas que dieron lugar a la población 2012-F4, que fue cribada en busca de 
recombinantes (caja naranja). Finalmente los 27 recombinantes encontrados fueron 
genotipados (caja roja) y 15 de ellos fenotipados en las temporadas de 2013 y 2014 (cajas 
verde oscuro). 
 
4.1.3. Búsqueda de recombinantes en el intervalo de eth6.3. 
 
Gracias a la resecuenciación de las dos líneas parentales PS y SC disponible en el 
laboratorio y al desarrollo de varios scripts de análisis por parte de otros miembros del 
departamento (Sanseverino et al. 2015) se encontraron 1.235.204 SNP entre ambas 
variedades  que pudieron ser utilizados para el diseño de marcadores moleculares en el 
intervalo de eth6.3. Tomando como punto de partida la región cromosómica del QTL, 

Micropropagación in vitro de 7M80-11-4 y 7M80-231-5.

Aclimatación y cultivo de 7M80-11-4 y 7M80-231-5 y producción de semillas.

Germinación y búsqueda de recombinantes.

Genotipado fino de recombinantes.

Búsqueda de individuos F2.

Análisis de progenie

2013-PT

2012 2013 2014

Análisis de progenie

2014-PT
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acotada en trabajos anteriores entre los marcadores AP2/ERF y FR14-P22, se utilizaron 
dos SNP próximos a ellos para desarrollar dos sondas TaqMan denominadas SNP-64.658 y 
SNP-2.826.073 (Figura 4.1.5). La nomenclatura proviene de su posición respecto al inicio 
del scaffold00028 en la versión 3.5 del genoma de referencia. Estos marcadores fueron 
utilizados en la criba de la población 2012-F4 para la búsqueda de recombinantes. Tras la 
germinación de más de 1.300 semillas pertenecientes a la población 2012-F4 se genotiparon 
1.140 plántulas detectando 27 recombinantes en el intervalo de eth6.3, lo que supone un 
porcentaje de recombinación del 1,18%. Durante el cribado de esta población, no se 
encontraron dobles recombinaciones entre los marcadores y la segregación de los alelos 
mostró la distribución habitual 1:2:1, tal y como se muestra en la Tabla 4.1.2. 
 

 
Figura 4.1.5: Mapa físico del intervalo de eth6.3 y posición de los marcadores 
utilizados en el cribado de la población 2012-F4. Las líneas negras horizontales 
representan el genoma y las cajas azules los genes anotados en la v3.5 del genoma de 
referencia. Los marcadores superiores provienen de Vegas et al. (2013). 
 
Tabla 4.1.2: Segregación de alelos para los marcadores flanqueantes en la población 
2012-F4. Se representa el número de plantas detectadas con cada combinación de alelos en 
un total de 1.130 individuos. 

  
SNP-2.826.073 

  
A H B 

S
N

P
-6

4
.5

6
8
 A 291 6 0 

H 5 543 6 

B 0 10 270 

 
 
Posteriormente fue posible la saturación de la región eth6.3 con 24 nuevos marcadores SNP 
(usando tecnología KASP, Tabla 3.3) con una densidad de un SNP/110 Kb (Figura 4.1.6a). 
De nuevo, los marcadores fueron nombrados según la posición del SNP en el 
scaffold00028 del genoma de referencia (versión 3.5). Cada uno de los 27 recombinantes 
fue genotipado, encontrándose 13 puntos de recombinación distribuidos a lo largo de la 
región. Es de destacar la acumulación de hasta cuatro recombinaciones distintas en el 
mismo intervalo comprendido entre dos marcadores como sucede entre SNP-551.712 y 
SNP-719.040, SNP-1.497.449 y SNP-1.631.731, SNP-1.773.082 y SNP-1.839.795 y entre 
SNP-2.691.690 y SNP-2.826.073 (Tabla 4.1.3). Todos los recombinantes fueron 
nombrados en función de la posición del punto de recombinación dentro del GL 
empezando por R01 y hasta R27. 
 
Los recombinantes fueron trasladados a Torre Marimón entre agosto y septiembre de 2012, 
donde fueron autofecundados y produjeron melones de los cuales se recogió semilla. 
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Debido a que el desarrollo y la maduración del fruto ocurrieron durante el mes de octubre, 
cuando las condiciones de luz y temperatura no son las óptimas para el cultivo de melón, la 
mayoría de los recombinantes produjeron frutos pequeños y no bien madurados, por lo 
que no pudieron ser fenotipados para maduración climatérica durante esa campaña. De 
todas formas, al ser la maduración un carácter complejo, basar el fenotipado en la 
observación de un solo individuo es arriesgado y se decidió realizar un estudio de progenie. 
 
Tabla 4.1.3: Genotipo con 24 SNPs de los 27 recombinantes en la región de eth6.3 
detectados durante la criba de la población 2012-F4. Se muestran los SNPs utilizados 
según su posición física en el intervalo. A (naranja) = homocigoto para SC, B (verde) = 
homocigoto para PS, y H (azul) = heterocigoto. 
a: marcadores TaqMan flanqueantes. 
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a

R01 A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R02 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R03 A A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R04 B B B B B H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R05 B B B B B H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R06 H H H H H A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

R07 H H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B

R08 B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H H

R09 B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H

R10 B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H

R11 B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H

R12 B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H

R13 B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H

R14 H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B B B B B

R15 A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H H

R16 H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A A

R17 B B B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H

R18 H H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A

R19 H H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A

R20 H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B B B

R21 H H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B B

R22 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H

R23 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H

R24 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H

R25 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H A

R26 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B

R27 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B
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Figura 4.1.6: Mapa físico de alta resolución de eth6.3. Las líneas negras horizontales 
representan el genoma, las cajas azules los genes anotados en la v3.5.1 del genoma de 
referencia y las líneas verticales representan la posición de marcadores SNP. a) Intervalo 
original de 2,75 Mbp en el que se situaba el QTL eth6.3. Los marcadores moleculares con 
prefijo SNP- fueron diseñados mediante tecnología KASP. b) Intervalo de 139 Kbp al que 
se redujo el QTL tras el mapeo fino. Los marcadores moleculares con el prefijo SEQ- se 
utilizaron para la selección del gen candidato entre los 5 genes anotados en el intervalo. c) 
Genotipado de R24, R25 y R26 y mapeo fino de eth6.3. El genotipo se representa mediante 
colores: verde  = homocigoto para PS, naranja = homocigoto para SC, azul = heterocigoto 
y gris = genotipado fallido. La línea roja representa la posición de eth6.3 según este trabajo 
y Vegas et al. (2013). 
a: marcador TaqMan flanqueante. 
 
4.1.4. Fenotipado de recombinantes y mapeo fino de eth6.3 
 
Tal y como se puso de manifiesto durante el estudio de interacción entre eth3.5 y eth6.3, el 
fenotipado del carácter climatérico es complejo en aquellas líneas que contienen solamente 
uno de los dos QTLs, especialmente para eth3.5 (Vegas et al. 2013). En las líneas con eth6.3 
la influencia ambiental es menor y los frutos con alelos de SC o PS en homocigosis para el 
QTL son fácilmente clasificables como climatéricos o no climatéricos respectivamente. Sin 
embargo, las líneas heterocigotas para eth6.3 dan lugar a frutos con gran variabilidad 
fenotípica: desde maduraciones de claro tipo climatérico o no climatérico hasta frutos 
difíciles de clasificar con indicadores tanto climatéricos como no climatéricos. Debido a la 
gran importancia del fenotipado de los recombinantes para el mapeo fino de eth6.3, 
decidimos llevar a cabo un análisis de progenie con el objetivo de obtener datos fenotípicos 
consistentes. Mediante éste método se infiere el fenotipo de un recombinante de forma 
fiable a través del fenotipado de su progenie, eliminando la probabilidad de error que existe 
cuando solo se estudia un individuo. Además, algunos de los recombinantes produjeron 
poca cantidad de semillas fértiles en la anterior campaña, por lo que el análisis de progenie 
también es útil como método de propagación en caso de necesitar más semilla en el futuro. 
 

a)

b)

c)

R24

R25

R26

eth6.3
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El fenotipado mediante análisis de progenie tiene la desventaja de requerir un gran número 
de plantas por progenitor (entre 15 y 20), por lo que por razones de espacio resultó inviable 
fenotipar los 27 recombinantes simultáneamente en el invernadero. En su lugar se 
seleccionaron 14 recombinantes representativos que dividían el QTL en fragmentos 
repartidos por todo el intervalo. Se germinaron suficientes semillas de la progenie de cada 
recombinante como para obtener 20 plantas, que fueron trasladadas a Torre Marimón y 
autofecundadas. Para obtener el mejor fenotipado posible, se hizo coincidir la maduración 
de los frutos con los meses de mayor temperatura y luz solar (entre junio y agosto) de la 
campaña de melón de 2013. 
 
Todos los individuos de progenie, denominados 2013-PT, fueron genotipados utilizando 
los 24 marcadores KASP diseñados entre las dos sondas TaqMan flanqueantes (que no 
fueron incluidas). El genotipado de cada progenie confirmó el punto de recombinación de 
su respectivo parental, no produciéndose nuevas recombinaciones en la población 2013-PT 
(Tabla 4.1.4). En algunos casos se utilizó el marcador tipo CAPS FR14-P22 como sustituto 
de la sonda TaqMan flanqueante SNP-2.826.073 ya que las separan solamente 584 bp. Al 
utilizar este marcador para genotipar el recombinante R27 éste era heterocigoto (H) 
contradiciendo el genotipo original obtenido mediante la sonda TaqMan (B). Finalmente se 
comprobó que R27 era un falso recombinante al verificar el genotipo H en el marcador 
SNP-2.826.073 mediante la secuenciación del SNP en su progenie (Tabla 4.1.4).  
 
Tabla 4.1.4: Genotipado y fenotipado de los 17 recombinantes más informativos y 
mapeo fino de eth6.3. Se muestran los SNPs utilizados según su posición en el intervalo 
de interés así como el fenotipo asignado según un análisis de progenie. A (naranja) = 
homocigoto para SC, B (verde) = homocigoto para PS, y H (azul) = heterocigoto. 
a: marcadores TaqMan flanqueantes. 
b: recombinantes fenotipados en el año 2013 (2013-PT). 
c: recombinantes fenotipados en el año 2014 (2014-PT). 
d: falso recombinante descartado de los análisis posteriores. 
*: marcadores que definen la posición del QTL. 
 

 
 

R
e
c
o
m

b
in

a
n

te

S
N

P
-6

4
6
5
8

a

S
N

P
-1

9
3
2
2
9

S
N

P
-3

0
5
3
4
3

S
N

P
-4

2
3
7
3
2

S
N

P
-5

5
17

12

S
N

P
-7

19
0
4
0

S
N

P
-8

3
3
8
7
2

S
N

P
-9

11
2
8
1

S
N

P
-9

9
7
10

1

S
N

P
-1

12
14

3
5

S
N

P
-1

2
4
9
7
17

S
N

P
-1

3
2
6
6
12

S
N

P
-1

4
12

5
5
9

S
N

P
-1

4
9
7
4
4
9

S
N

P
-1

6
3
17

3
1

S
N

P
-1

7
7
3
0
8
2

S
N

P
-1

8
3
9
7
9
5

S
N

P
-1

9
8
6
13

9

S
N

P
-2

10
0
3
9
3

S
N

P
-2

19
2
8
8
4

S
N

P
-2

3
19

0
0
7

S
N

P
-2

4
2
4
11

0

S
N

P
-2

5
2
0
7
4
1

S
N

P
-2

6
0
9
9
6
5

S
N

P
-2

6
9
16

9
0

S
N

P
-2

8
2
6
0
7
3

a

F
e
n

o
ti

p
o
 (

e
th

6
.3

)

R02
b A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R03
b A A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R06
b H H H H H A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

R07
b H H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B

R08
b B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H H H

R12
b B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H

R15
b A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H H H

R16
b H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A A A

R19
b H H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A A

R21
b H H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B B B

R22
b B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H

R23
b A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H

R24.1
c A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H

R24.2
c A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H

R25
b H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H A A

R26
c H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B B

R27
b,d H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

* *
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El fenotipo de los recombinantes originales fue inferido a partir de los datos fenotípicos de 
su respectiva progenie. De este modo, dos recombinantes fueron catalogados como no 
climatéricos (R07 y R21), siete como heterocigotos (R02, R03, R08, R12, R15, R22, R23 y 
R27) y cuatro como climatéricos (R06, R16, R19, R25). Las progenies de estos últimos 
cuatro recombinantes mostraron diferencias estadísticamente significativas en el tiempo de 
dehiscencia respecto a la línea parental no climatérica PS utilizada como control en una 
prueba de Dunnett (Figura 4.1.7) respaldando nuestra clasificación. Tras el análisis de la 
cosegregación del fenotipo con los marcadores moleculares, situamos el intervalo de eth6.3 
a la derecha de SNP-2.691.690 y cosegregando con el marcador flanqueante SNP-2.826.073 
(Tabla 4.1.4). Los datos completos del genotipado y fenotipado de la población 2013-PT 
pueden consultarse en las Tablas A.4.1.1 y A.4.1.2 en el Anexo. 
 

 
Figura 4.1.7: Distribución de las fechas de dehiscencia expresadas en días después 
de la polinización (DAP) de las progenies de los recombinantes analizados en el 
año 2013. El fenotipo asignado a cada recombinante se indica entre paréntesis en la parte 
inferior y mediante el color de las cajas: A (rojo) = climatérico; B (verde) = no climatérico; 
H (azul) = heterocigoto. PS: “Piel de Sapo”; SC: “Songwhan Charmi”; GF31: línea con 
eth3.5 y eth6.3; GF35: línea con eth3.5; GF40: línea con eth6.3. Los asteriscos indican el nivel 
de significación de una prueba de Dunnett de cada recombinante respecto al control PS: 
„***‟ 0.001 „**‟ 0.01.  
 
Tras prescindir de R27 solamente disponíamos de datos fenotípicos de un recombinante en 
el intervalo (R25) por lo que decidimos repetir la misma estrategia de fenotipado mediante 
estudios de progenie con los recombinantes R24 y R26 en el siguiente año (Tabla 4.1.3). 
Además de aportar robustez al clonaje posicional del QTL, el aumento del número de 
recombinaciones puede facilitar la identificación de genes candidatos para eth6.3 
incrementando la densidad de marcadores entre SNP-2.691.690 y SNP-2.826.073. Las 
recombinaciones de R24 y R26 fueron verificadas mediante genotipado antes de continuar 
con sus estudios de progenie, realizados en la campaña de 2014 (población 2014-PT). 
Tanto el genotipado como el fenotipado de los individuos fue realizado de la misma 
manera que con la población 2013-PT pero reduciendo el tamaño de la progenie a 15 
individuos. En el caso de R24, realizamos dos análisis de progenie con dos plantas 
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cultivadas la campaña anterior con fines de propagación (R24.1 y R24.2) y que tienen el 
mismo genotipo que el recombinante original (Tablas A.4.1.3 y A.4.1.4 en el anexo). Las 
dos progenies de R24 resultaron heterocigotas para el carácter climatérico mientras que en 
el caso de R26 toda la progenie fue no climatérica (Tabla 4.1.4). Tras aplicar una prueba de 
Dunnett para comparar los promedios del tiempo de dehiscencia, encontramos que la 
progenie R24.1 resulta significativamente distinta del control PS aunque no R24.2 a pesar 
de que son idénticas (Figura 4.1.8). En este caso, la prueba estadística no respaldó la 
clasificación de los recombinantes pero el resto de indicadores fenotípicos y el genotipado 
de las progenies confirmaron los resultados obtenidos en la campaña anterior, que 
indicaban que el QTL eth6.3 está limitado a la izquierda por SNP-2.691.690 y cosegrega con 
SNP-2.826.073 (Tabla 4.1.4).  
 

 
Figura 4.1.8: Distribución de las fechas de dehiscencia expresadas en días después 
de la polinización (DAP) de las progenies de los recombinantes analizados en el 
año 2014. El fenotipo asignado a cada recombinante se indica entre paréntesis en la parte 
inferior y mediante el color de las cajas: A (rojo) = climatérico; B (verde) = no climatérico; 
H (azul) = heterocigoto. PS : “Piel de Sapo”; GF31: línea con eth3.5 y eth6.3; GF35: línea 
con eth3.5; GF40: línea con eth6.3. Los asteriscos indican el nivel de significación de una 
prueba de Dunnett de cada recombinante respecto al control PS: „***‟ 0.001 „**‟ 0.01. 
 
Aunque los resultados de este apartado no permiten delimitar el QTL por la derecha 
podemos utilizar trabajos anteriores para hacerlo. Vegas y colaboradores (2013) acotaron 
eth6.3 al intervalo comprendido entre los marcadores AP2/ERF y FR14-P22, que lo 
flanquean a izquierda y derecha respectivamente (Figura 4.1.2). Este intervalo, que fue 
utilizado como punto de partida para el clonaje posicional de este apartado, también nos 
permite acotar eth6.3 por la derecha con FR14-P22 de forma inequívoca. Por tanto, 
teniendo en cuenta que FR14-P22 está situado a 584 bp hacia la izquierda del 
SNP-2.826.073 (Figura 4.1.6b), que es el marcador flanqueante que ha sido utilizado para el 
genotipado de los recombinantes, tomamos la región entre SNP-2.691.690 y 
SNP-2.826.073 como punto de partida para la identificación de genes candidatos. 
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4.1.5. Identificación de un gen candidato para eth6.3. 
 
El nuevo intervalo de eth6.3 tiene un tamaño de 139 Kbp y contiene cinco genes anotados 
en el genoma de referencia. Tal y como se muestra en la Tabla 4.1.5, tres de estos genes 
(MELO3C016537, MELO3C016538 y MELO3C016539) son pequeños, constan de un 
solo exón y no presentan similitud con ningún gen de función conocida. Los otros dos 
(MELO3C016536 y MELO3C016540), en cambio, muestran homología con factores de 
transcripción de la familia NAC, por lo que podrían ser dos buenos candidatos para eth6.3. 
 
Tabla 4.1.5: Genes anotados en la región de 139 Kb comprendida entre los 
marcadores SNP-2.691.690 y SNP-2.826.073. Datos obtenidos de la v3.5.1 del genoma 
de referencia (Garcia-Mas et al. 2012). Las distancias de inicio y final son respecto al inicio 
de la pseudomolécula correspondiente al GL VI.  

 
Para tratar de descartar alguno de los cinco genes decidimos tratar de situar con mayor 
resolución el punto de recombinación de R24, R25 y R26. Se diseñaron seis nuevos 
marcadores (SEQ-1 a SEQ-6 en la Tabla 3.1) entre SNP-2.691.690 y SNP-2.826.073 
situados en las regiones intergénicas a modo de separadores, de forma que se pudiera 
asociar la segregación del fenotipo con el menor número de genes posible (Figura 4.1.6b). 
Para ser consistentes con los estudios anteriores, en los que se estableció FR14-P22 como 
límite del intervalo de eth6.3, también se utilizó este marcador para el genotipado de los tres 
recombinantes (Tabla 4.1.6, representado gráficamente en la Figura 4.1.6c) El 
recombinante R24 no resultó ser informativo al producirse la recombinación entre los 
marcadores SNP-2.691.690 y SEQ-1. En el caso de R25 la recombinación se situó entre 
SEQ-1 y SEQ-3 (el genotipado del marcador SEQ-2 falló en todos los recombinantes), lo 
que nos permitió descartar el gen MELO3C016536, uno de los dos factores de 
transcripción tipo NAC, como candidato. El recombinante R26 fue el más informativo ya 
que nos ayudó a descartar tanto MELO3C016536 como MELO3C016537 reduciendo la 
región de eth6.3 (marcado con una línea roja en la Figura 4.1.6c) al intervalo entre SEQ-3 y 
FR14-P22  con solamente tres genes candidatos: MELO3C016538, MELO3C016539 y 
MELO3C016540. 
 
Debido a que dos de los tres genes (MELO3C016538 y MELO3C016539) no tienen 
función anotada, la CDS consiste en un solo exón y su tamaño es reducido, se exploró la 
anotación de transposones por si pudieran ser elementos móviles. Los resultados muestran 
que en la región hay anotados un total de 16 transposones pertenecientes a diversas 
superfamilias como MULE, gypsy, CACTA y PIF (J. Morata, comunicación personal; 
Tabla A.4.1.5). Entre MELO3C016538 y MELO3C016539 hay predichos más 
transposones que entre éste último y MELO3C016540 (10 y 6, respectivamente), aunque 
ninguno de ellos solapa con los genes ni están situados a menos de 2 Kbp de distancia de 
su inicio o final. Teniendo en cuenta estos resultados, el hecho de que MELO3C016538 y 
MELO3C016539 no tengan función anotada y que el gen restante sea un prometedor 
factor de transcripción perteneciente a la familia NAC-domain, MELO3C016540 fue 
seleccionado como gen candidato para eth6.3. 
 

Gen
Posición inicio 

(bp)

Posición final 

(bp)
Orientación

Núm. 

exones

 Tamaño 

mRNA 

(bp)

Tamaño 

polipéptido 

(aa)

Anotación

MELO3C016536 26.852.979 26.854.555 - 3 1.576 296 Similar to NAC domain-containing protein 72 (Arabidopsis thaliana )

MELO3C016537 26.904.508 26.904.804 - 1 296 98 Similar to Putative uncharacterized protein (Vitis vinif era )

MELO3C016538 26.913.606 26.913.853 - 1 247 81 -

MELO3C016539 26.956.908 26.957.304 + 1 396 67 -

MELO3C016540 26.986.354 26.988.122 + 3 1.768 353 Similar to NAC domain-containing protein 18 (Arabidopsis thaliana )
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Tabla 4.1.6: Genotipado y fenotipado de R24, R25 y R26 y mapeo fino de eth6.3. Se 
representan los marcadores utilizados según su posición relativa y el fenotipo asignado en 
las campañas de 2013 (R25) y 2014 (R24 y R26). A (naranja) = homocigoto para SC, B 
(azul) = homocigoto para PS,  H (azul) = heterocigoto,  y “-” (gris): genotipado fallido. 
a: marcador TaqMan flanqueante. 
*: marcadores que definen la posición del QTL según este trabajo y Vegas et al. (2013). 
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4.1.6. Discusión 
 
El clonaje posicional del QTL eth6.3, implicado en la maduración climatérica del fruto de 
melón, es el primer objetivo de esta tesis doctoral y elemento articulador de la misma. En 
este primer capítulo se desarrolló la población 2012-F4, con alelos de PS en homocigosis 
para eth3.5 y segregante para eth6.3, en la que fueron detectados 26 recombinantes en el 
intervalo original del QTL. La baja frecuencia de recombinación observada (1,15% tras 
descartar R27), podría estar ocasionada porque el QTL ocupa una región pericentromérica 
en el cromosoma VI que es una zona de baja recombinación (Sanseverino et al. 2015). El 
genotipado y fenotipado de 15 de los recombinantes mediante un análisis de progenie 
permitió la selección de MELO3C016540, un factor de transcripción de la familia NAC, 
como gen candidato para eth6.3.  
 
Uno de los factores que han contribuido al éxito de este clonaje posicional ha sido el 
desarrollo reciente de herramientas genómicas en melón, especialmente el genoma de 
referencia (Garcia-Mas et al. 2012). Prueba de ello es que desde su publicación en 2012 han 
sido clonados genes mayores como CmPH (implicado en la acidez del fruto, Cohen et al. 
2014), CmOR (implicado en la pigmentación de la pulpa, Tzuri et al. 2015) y CmKFB 
(implicado en la pigmentación del exocarpo, Feder et al. 2015), y el gen CmACS11, 
implicado en la determinación sexual (Boualem et al. 2015). Cabe destacar que hasta la 
fecha en melón solamente han sido clonados caracteres monogénicos y que en esta tesis 
doctoral se describe el primer clonaje posicional de un QTL en esta especie. La 
resecuenciación de las líneas parentales, PS y SC, y la detección de SNPs (Sanseverino et al. 
2015) también han sido esenciales al permitir el diseño de los marcadores moleculares 
utilizados para la detección de recombinantes, su genotipado y en la selección del gen 
candidato. 
 
La maduración climatérica del fruto de la línea SC3-5-1, que forma parte de la población de 
NILs obtenida a partir de los parentales PS y SC (Eduardo et al. 2005), está regulada por 
dos QTLs en los LG III y VI, eth3.5 y eth6.3 respectivamente, que son capaces de inducir la 
maduración climatérica por separado pero que combinados aceleran el proceso de 
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maduración a través de la producción de una mayor cantidad de etileno (Moreno et al. 2008; 
Vegas et al. 2013). El primer mapeo de eth6.3 se realizó utilizando una población 
recombinante para este QTL y con el alelo de SC fijado en homocigosis para eth3.5 (Vegas 
et al. 2013) porque en un principio se pensó que eth3.5 no era suficiente para producir 
frutos climatéricos y que al incluirlo en la población segregante podría ayudar al fenotipado, 
incrementando el efecto de eth6.3. Finalmente se vio que eth3.5 sí era capaz de inducir una 
maduración climatérica por sí solo y que al fenotipar los recombinantes era muy difícil 
determinar si eth6.3 estaba en homocigosis o heterocigosis ya que todos los frutos fueron 
climatéricos. La influencia de un fuerte componente ambiental hizo que la distinción entre 
individuos portadores y no portadores de eth6.3 fuera, en algunos casos, muy ambigua. Por 
el contrario, todo el trabajo de clonaje posicional llevado a cabo en este capítulo se ha 
realizado utilizando una nueva población recombinante con el alelo de PS fijado para eth3.5, 
lo que supuso una gran ventaja en el fenotipado de los individuos que consistió en clasificar 
los frutos entre climatéricos y no climatéricos basándonos únicamente en el efecto de 
eth6.3.  
 
En general, los marcadores fenotípicos utilizados en este capítulo (dehiscencia, cambio de 
color externo del fruto y producción de aromas característicos) permitieron la asignación 
inequívoca de un fenotipo climatérico o no climatérico a los frutos con alelos en 
homocigosis de SC o PS para eth6.3 respectivamente. La clasificación de individuos con 
alelos en heterocigosis resultó difícil en algunos casos debido a la presencia de 
características climatéricas y no climatéricas en el mismo fruto, aunque la mayoría fueron 
clasificados como climatéricos al presentar al menos dos de los tres indicadores (por 
ejemplo frutos que no han virado de color pero su aroma es climatérico y han desarrollado 
una capa de abscisión). Estos resultados contradicen las observaciones previas en las que 
éste carácter parecía recesivo al no encontrar síntomas climatéricos en el híbrido GF31 x 
PS (Vegas et al. 2013). Las distintas concentraciones de etileno necesarias para el inicio de 
algunos procesos relacionados con la maduración climatérica como la degradación de la 
pared celular, el desarrollo de la capa de abscisión y el cambio de color externo (Flores et al. 
2001) podrían explicar el fenotipo complejo de los frutos heterocigotos para eth6.3. Aunque 
hasta la fecha la producción de etileno del híbrido GF40 x PS no ha sido medida, sí se 
dispone del perfil del híbrido GF31 x PS (Vegas et al. 2013). El híbrido no muestra un pico 
característico evidente pero sí mantiene una producción estable de la hormona durante 
todo el ensayo de alrededor de 1 µl/Kg·h, superior a PS. Según nuestra hipótesis, en los 
frutos heterocigotos para eth6.3 no se produciría un pico en la producción el etileno, sino 
que éste se acumularía progresivamente activando secuencialmente los procesos de 
maduración. En determinadas circunstancias la producción de etileno podría no alcanzar el 
umbral requerido y algunos procesos no llegarían a iniciarse durante los 60 días en los que 
se deja crecer y madurar el fruto en la planta. No tenemos datos concluyentes que nos 
permitan confirmar esta hipótesis, como por ejemplo la relación entre la producción de 
etileno y los cambios fenotípicos que tienen lugar en el fruto durante la maduración. 
Recientemente, ha sido puesto a punto en el departamento un método de medición de 
etileno en planta, comentado con mayor detalle en la Discusión General (cap. 5), que está 
demostrando una gran precisión y que podría ser utilizado para el análisis de estas líneas. 
 
Al comparar las dos campañas de fenotipado llevadas a cabo durante el clonaje posicional 
de eth6.3 observamos diferencias entre los tiempos de dehiscencia de las tres líneas 
climatéricas utilizadas como control: GF31, GF35 y GF40 (Tabla 4.1.7). A modo de 
comparación, se han incluido también los datos obtenidos por Vegas y colaboradores 
(2013), que detectaron un fuerte componente ambiental sobre eth3.5 (ningún fruto de la 
línea GF35 fue dehiscente en el año 2009). En esta tesis doctoral, sin embargo, las mayores 
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diferencias entre temporadas las encontramos en la línea GF40 que mostró una diferencia 
promedio de 11,2 días entre 2013 y 2014 (casi 20 días entre 2009 y 2014), mientras que la 
línea GF35 mostró un fenotipo más estable y todos su frutos fueron dehiscentes con una 
diferencia promedio de 4 días entre los cuatro años. También cabe destacar la poca 
variabilidad observada en los frutos de la línea GF31 que en los cuatro años registrados 
fueron dehiscentes entre los 35 y los 36,4 DAP en promedio. La época del año en la que se 
realizaron los ensayos podría explicar la variabilidad entre temporadas: en el año 2013 los 
frutos fueron más precoces que en 2014 y la mayoría de las flores fueron polinizadas entre 
el 1 y el 15 de agosto, mientras que en 2014 la polinización comenzó en las mismas fechas 
pero se alargó casi un mes más (datos no mostrados). Sería necesario un ensayo más 
completo, con fenotipados exhaustivos que incluyeran otros caracteres como la producción 
de etileno para poder trazar conclusiones sobre el comportamiento de estas líneas y el 
efecto del ambiente en el fenotipo. 
 
Otro aspecto que cabe destacar es el fenotipo del parental SC que clásicamente ha sido 
considerado como no climatérico (Perin et al. 2002a) aunque algunos autores lo sitúan en 
algún punto intermedio entre PS y las climatéricas “Védrantais” y “Dulce” debido a su 
perfil basal de producción de etileno (ausencia de pico), la biosíntesis de carotenoides y 
expresión de algunos genes inducidos por etileno durante la maduración (Vegas et al. 2013; 
Saladie et al. 2015). Los resultados obtenidos en este capítulo apoyan esta hipótesis ya que 
se han encontrado algunos frutos de SC que podrían ser clasificados como climatéricos por 
la producción de aroma (aunque olfativamente es distinto al de las líneas con eth3.5 y 
eth6.3), el cambio de color externo (de verde oscuro a verde amarillento) y el desarrollo de 
una capa de abscisión (se llegó a observar un fruto dehiscente en la campaña del 2013, 
Figura 4.1.7). 
 
Tabla 4.1.7: Comparación entre tiempos de dehiscencia expresados en días tras la 
polinización (DAP) de las líneas GF31, GF35 y GF40 en las temporadas 2009, 2010, 
2013 y 2014. La línea GF31 contiene alelos de SC en homocigosis para eth3.5 y eth6.3; 
GF35 para eth3.5 y GF40 para eth6.3.  
a: datos procedentes de Vegas et al. (2013).  
b: datos obtenidos en este trabajo. 
- : no dehiscente. 

 
Tiempo de dehiscencia (DAP) 

Temporada GF31 GF35 GF40 

2009a 35 - 44,9 

2010a 36,3 45,4 47,4 

2013b 35 44 53 

2014b 36,4 48 64,2 

 
Tal y como se ha comentado anteriormente, los resultados de este trabajo no permiten 
delimitar el QTL por la derecha del intervalo ya que segrega con el marcador flanqueante, 
pero basándonos en el mapeo fino anterior (Vegas et al. 2013) podemos situar se manera 
concluyente el intervalo de eth6.3 entre el marcador SEQ-3 y FR14-P22. De los tres genes 
anotados en esta región en el genoma de referencia, MELO3C016538 codifica para una 
proteína de 81 aminoácidos que no da ningún resultado en una búsqueda en bases de datos 
mediante BLASTP (blast.ncbi.nlm.nih.gov), y la codificada por MELO3C016539, de 67 
aminoácidos, parece contener un dominio RALF (código Pfam 05498). Las proteínas de la 
familia RALF han sido muy poco estudiadas pero podrían actuar como pequeños péptidos 
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señal en Arabidopsis (Murphy & De Smet 2014). Por último, MELO3C016540 presenta una 
gran homología con factores de transcripción de la familia NAC.  
 
Aunque en el siguiente capítulo se realiza una caracterización más detallada, cabe destacar 
que dos de los principales reguladores de la maduración climatérica en el fruto de tomate 
pertenecen a esta familia: NOR (o SlNAC-NOR, Giovannoni 2004) y SlNAC4 (Zhu et al. 
2014), por lo que MELO3C016540 es un buen candidato para este QTL. La validación de 
MELO3C016540 como gen responsable del eth6.3 así como el clonaje posicional de eth3.5, 
también implicado en maduración climatérica en la línea SC3-5-1, ayudarán a entender las 
diferencias entre frutos climatéricos y no climatéricos en melón y, en general, los 
mecanismos que controlan el proceso de maduración. 
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4.2. Validación del gen candidato para eth6.3 mediante secuenciación. 
 
4.2.1. Introducción 
 
En el capítulo 4.1 de esta tesis se ha descrito el clonaje posicional de eth6.3 mediante la 
generación de una nueva población de mapeo, la búsqueda de recombinantes y su análisis 
fenotípico, y la selección de MELO3C016540 como gen candidato. Como ya se adelantó en 
el capítulo anterior, el gen está anotado como “Similar to NAC domain-containing protein 
18 (Arabidopsis thaliana)” en el genoma de referencia en MELONOMICS 
(www.melonomics.org). En este capítulo, el primero que trata sobre la validación del gen 
candidato, se utilizan herramientas bioinformáticas y recursos fitogenéticos de melón para 
el estudio de su secuencia a tres niveles: (1) la familia de genes NAC en melón, (2) la 
comparación con genes NAC de otras especies con función conocida y (3) 
MELO3C016540 en una colección de germoplasma de melón con origen y fenotipo 
diversos. 
 
Las proteínas de la familia NAC son factores de transcripción específicos de plantas cuyos 
miembros contienen un dominio conservado NAC (de NAM, ATAF1/2 y CUC2) en el 
extremo N-terminal que está implicado en la unión a DNA y que consta de cinco 
subdominios A-E (Puranik et al. 2012). La composición en aminoácidos de los 
subdominios es desigual: los subdominios C y D son ricos en aminoácidos básicos pero 
pobres en acídicos, que por otro lado abundan en el subdominio B. Secuencias de 
localización nuclear putativas han sido detectadas en los subdominios C y D, y el dominio 
de unión a DNA está situado en una región de 60 aminoácidos que comprende parte de los 
dominios D y E. Esta familia de factores de transcripción es una de las mayores que se han 
descrito en plantas y ha sido caracterizada en especies modelo como Arabidopsis thaliana con 
105 genes (Ooka et al. 2003) pero también en especies de interés agronómico como arroz 
(151 genes, Nuruzzaman et al. 2010), vid (79 genes, Wang et al. 2013) y tomate (104 genes, 
Su et al. 2015) entre otras. Los procesos biológicos regulados por las proteínas NAC son 
muy diversos e incluyen el crecimiento de la planta y el desarrollo de numerosas estructuras 
vegetales como meristemos apicales y florales, embriones y raíces (Duval et al. 2002; Hibara 
et al. 2003), el metabolismo de pared secundaria (Zhong et al. 2006; Zhou et al. 2014), la 
senescencia (Guo & Gan 2006) y la respuesta a estrés biótico (Collinge & Boller 2001; 
Donze et al. 2014) y abiótico (Selth et al. 2005; Mao et al. 2012). En el contexto de este 
trabajo, deben ser destacados dos genes NAC en tomate implicados en la regulación de la 
maduración del fruto: el gen NOR o también denominado SlNAC-NOR, que ha sido 
identificado como el responsable del fenotipo de maduración no climatérica observado en 
el mutante nor (“non-ripening”) de tomate (patente US 6.762.347 B1, Giovannoni 2004) y 
el gen SlNAC4 que ha sido caracterizado como un regulador positivo de la maduración del 
fruto y de la acumulación de carotenoides en la misma especie (Zhu et al. 2014). 
 
La validación de un gen candidato se basa en la asociación de un cambio fenotípico con 
diferencias entre los distintos alelos del gen, en nuestro caso la maduración climatérica con 
el alelo de SC y la no climatérica con el de PS. Para la caracterización molecular de 
MELO3C016540 decidimos no solo estudiar su secuencia en los dos genotipos parentales 
sino hacerlo en un mayor número de variedades para determinar si existe una relación entre 
distintos alelos del gen candidato y el tipo de maduración del fruto. En el marco de una 
colaboración con la Dra. Belén Picó tuvimos acceso a una colección de variedades de 
melón perteneciente al COMAV (Centro de Conservación y Mejora de la Agrodiversidad 
Valenciana) que incluye genotipos comerciales, autóctonos y silvestres procedentes de 
África, América, Asia y Europa de las subsp. melo y agrestis. Teniendo en cuenta que esta 
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colección representa gran parte de la diversidad botánica existente en la especie (Esteras et 
al. 2013; Leida et al. 2015) y que hay variedades tanto climatéricas como no climatéricas que 
han sido fenotipadas para la maduración del fruto, el acceso a este recurso fitogenético ha 
resultado muy útil para los propósitos de este capítulo. 
 

 
Figura 4.2.1: Análisis filogenético de la familia NAC en melón. Cladograma 
construido a partir del alineamiento múltiple de las 92 secuencias proteicas (81 genes) 
mediante el método N-J en MEGA 6 y representado con R. Los números indican el 
soporte del nodo mediante simulación bootstrap con 1.000 iteraciones. La escala inferior 
indica la distancia genética relativa entre las secuencias representadas. Se señala en rojo la 
proteína del gen MELO3C016540, candidato para eth6.3, y MELO3C016536 situado a 139 
Kbp del anterior. 
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4.2.2. La familia de genes tipo NAC en melón. 
 
Mediante el uso del software HMMR3 (Finn et al. 2014), que permite la predicción de 
dominios NAC (código Pfam PF02365) en el genoma de referencia, se identificaron 81 
genes (que codifican 92 proteínas) que conforman la familia putativa de factores de 
transcripción NAC en melón. Las relaciones filogenéticas entre las proteínas NAC se 
representan en la Figura 4.2.1. Encontramos una gran variabilidad dentro de la familia en 
cuanto al tamaño y la composición aminoacídica de sus miembros que implica diferencias 
en sus propiedades fisicoquímicas como el peso molecular y el punto isoeléctrico, tal y 
como se recoge en la Tabla A.4.2.1 del Anexo. El tamaño y peso molecular promedio de 
las proteínas NAC en melón es de 330 aminoácidos y 37,5 KDa respectivamente, pero 
podemos encontrar proteínas desde 117 (13,43 KDa) hasta 655 aminoácidos (73,83 KDa). 
También hay una gran variabilidad en cuanto al punto isoeléctrico (entre pH 4,05 y 10,4) 
con un promedio de 7,16.  
 
De los 81 genes, 79 están distribuidos por los doce grupos de ligamiento mientras que dos 
genes (MELO3C027409 y MELO3C000922) se encuentran en “scaffolds” todavía no 
anclados a cromosomas. El grupo de ligamiento que más genes NAC contiene es el XI con 
10 genes (~12%) mientras que el V es el que menos (4 genes, ~5%) (Figura 4.2.2). La 
distribución de los genes no es homogénea dentro de cada cromosoma sino que tienden a 
formar clusters de 3 o más genes como sucede en un extremo de los GL III, VI, VII, VIII, 
X y XI, y en ambos extremos del GL II (Figura 4.2.3).  
 
 

 
Figura 4.2.2: Distribución de los genes de la familia NAC anotados en el genoma 
del melón. Histograma que muestra la distribución de los 81 genes en los 12 
pseudocromosomas de la versión 3.5.1 del genoma de referencia. El pseudocromosoma 0 
incluye todos aquellos “scaffolds” todavía no anclados a ninguna región del genoma. 
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Figura 4.2.3: Posición física de los genes de la familia NAC anotados en el genoma 
del melón. Figura realizada con MapChart (Voorrips 2002) a partir de las posiciones físicas 
de los 81 genes de la familia NAC de melón en la versión 3.5.1 del genoma del melón. Las 
distancias desde el inicio del cromosoma están expresadas en Mb. 
 
4.2.3. Análisis filogenético de la secuencia de MELO3C016540. 
 
Según el genoma de referencia (v3.5.1), para el que se secuenció una línea doble haploide 
denominada DHL92 obtenida a partir del cruzamiento PS x SC que contiene regiones en 
homocigosis de ambos parentales y que en esta región pertenece a SC (Garcia-Mas et al. 
2012), el gen MELO3C016540 tiene una longitud de 1.771 bp repartidos entre un ORF de 
1.334 bp, una región 5‟-UTR de 268 bp y una región 3‟-UTR de 169 pb. El ORF consta de 
tres exones de 184, 314 y 564 bp y dos intrones de 89 y 183 bp (Figura 4.2.4). La longitud 
de la secuencia codificante (CDS) es de 1.062 bp y codifica una proteína de 353 
aminoácidos. Mediante la búsqueda de dominios en la secuencia proteica a través de 
ScanProsite encontramos el dominio NAC situado en el extremo N-terminal entre los 
residuos 15 y 178. 

 
Figura 4.2.4: Estructura del gen candidato MELO3C016540. Las cajas rojas 
representan regiones no traducidas (UTR), las cajas azules las regiones exónicas y las líneas 
azules los intrones. El dominio NAC está señalado con una línea de color morado sobre 
los exones 1 y 2. Las líneas discontinuas de la parte superior esquematizan los amplicones 
utilizados para la secuenciación del gen en distintas variedades. 
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Figura 4.2.5: Alineamiento múltiple del dominio NAC de 38 proteínas de la familia 
NAC de distintas especies. Alineamiento realizado con ClustalO y visualizado con 
Jalview, del que se muestran los primeros 260 aminoácidos en los que se encuentra el 
dominio NAC. El sombreado azul indica un nivel de conservación superior al 75% y las 
localizaciones de los cinco subdominios NAC (A-E) están delimitadas por cajas negras. Los 
prefijos de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S. lycopersicum. Os: O. sativa. Gm: 
G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum. Cs: C. sinensis. Ph: P. hybrida. Pv: P. vulgaris. Las 
proteínas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepción de AtNAM.  
 
Para estudiar el gen candidato en el contexto de otros miembros de la familia NAC de 
distintas especies con función conocida, realizamos una búsqueda bibliográfica y 
seleccionamos 37 proteínas procedentes de A. thaliana (ATAF1, ATAF2, CUC1, CUC2, 
CUC3, NAC1, NAC2, NST1, NST2, NST3, NAP, TIP, AtNAM, VNI1, VNI2, FEZ, 
BRN1, BRN2, SMB, ORE1, ORS1 y JUB1), S. lycopersicum (SlNAC1, SlNAM1, SlNAC2, 
SlNAC3, SlNAC4 y SlNAC-NOR), O. sativa (OsNAC1, OsNAC2 y OsNAC6), G. max 
(GmNAC2), C. annuum (CaNAC1), S. tuberosum (StNAC), C. sinensis (CsNAC), P. hybrida 
(PhNAM) y P. vulgaris (PvNAP). Las secuencias proteicas de estos genes junto con la del 
gen candidato fueron estudiadas mediante un alineamiento múltiple, evidenciando una zona 
muy conservada en el extremo N-terminal (primeros 200 aminoácidos del alineamiento) 
correspondiente al dominio NAC con sus cinco subdominios A-E (Figura 4.2.5). A través 
de la construcción de un cladograma observamos como la mayoría de las proteínas NAC se 
agrupan mayoritariamente según su función biológica (Figura 4.2.6). De esta forma 
podemos distinguir un gran grupo (1) con proteínas involucradas en el crecimiento y el 
desarrollo, junto con algunas implicadas en el metabolismo de pared secundaria; un grupo 

A B C

D E
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(2) con la mayoría de proteínas implicadas en repuesta a estrés; y dos grupos (3 y 4) con 
proteínas implicadas en procesos de senescencia. El grupo 4 es muy heterogéneo y 
contiene proteínas implicadas en respuesta a estrés, en el crecimiento y desarrollo, en 
senescencia y maduración. Entre ellas se encuentra el factor de transcripción SlNAC-NOR, 
involucrado en la regulación de la maduración del fruto en tomate, y la proteína de nuestro 
gen candidato MELO3C016540. La proteína SlNAC4, también implicado en el control de 
la maduración en tomate, se agrupa en cambio con los factores de transcripción 
relacionados con las respuestas a estrés en el grupo 2. 

Figura 4.2.6: Análisis filogenético de la proteína MELO3C016540 respecto a 
proteínas de la familia NAC de otras especies.  Cladograma construido a partir del 
alineamiento múltiple de 38 secuencias proteicas mediante el método N-J en MEGA 6 y 
representado con R. Los números indican el soporte del nodo mediante simulación 
bootstrap con 1.000 iteraciones. La escala inferior indica la distancia genética relativa entre 
las secuencias representadas. Los colores indican la función de cada proteína según 
bibliografía: rojo: respuesta a estrés biótico y abiótico; verde: metabolismo de pared 
secundaria; azul: el crecimiento y el desarrollo vegetal; morado: procesos de senescencia; y 
naranja: maduración del fruto. El color negro señala MELO3C016540. Las llaves de la 
derecha definen los subgrupos: 1: proteínas implicadas en crecimiento, desarrollo y 
metabolismo de pared secundaria; 2: proteínas implicadas en respuesta a estrés; 3 y 4: 
proteínas implicadas en senescencia y maduración. Los prefijos de las secuencias indican la 
especie de origen: Sl: S. lycopersicum. Os: O. sativa. Gm: G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum. 
Cs: C. sinensis. Ph: P. hybrida. Pv: P. vulgaris. Las proteínas de Arabidopsis no tienen prefijo a 
excepción de AtNAM.  
 
4.2.4. Secuenciación del gen candidato en una colección de variedades de melón. 
 
La última parte de la caracterización del gen candidato a nivel de secuencia consistió en su 
secuenciación en un panel de 54 variedades de melón (incluyendo las dos líneas parentales 
PS y SC, bajo los nombres In-PS-T111 y Con-SC respectivamente) (Tabla 4.2.1) y la 
búsqueda de polimorfismos para investigar la relación entre los distintos alelos o haplotipos  
del gen y el tipo de maduración de cada una de las variedades. El panel contiene variedades 
pertenecientes a 11 de los 16 grupos botánicos descritos en melón (Pitrat 2008) con una 
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gran representación de los grupos inodorus, cantalupensis y reticulatus de la subsp. melo. Otros 
grupos incluidos son dudaim, chate y flexuosus (también de la subsp. melo), y de la subsp. 
agrestis hay momordica, conomon, tibish, chito y tres variedades agrestis sin clasificar. Para el 
análisis se amplificaron mediante PCR el ORF, y las regiones 5‟ y 3‟-UTR en cuatro 
fragmentos de unas 600 bp de longitud (indicados en la Figura 4.2.4), que después fueron 
secuenciados y ensamblados reconstruyendo la secuencia del gen completo de cada 
variedad. 
 
En siete variedades (In-La-Mam, In-Kirk-Turkey, In-Maaz-Egypt, Chate-Car, Mom-PI124, 
Tibish y Chi-Vell) resultó problemática la presencia de polimorfismos en heterocigosis, 
especialmente indels, que imposibilitaron la reconstrucción del alelo del gen y que 
motivaron su exclusión de los análisis posteriores. Por otro lado, se encontraron cuatro 
genotipos (In-Bask-Greece, In-Hami-China, In-Am-Tunisia y Ag-Tri) con solamente un 
polimorfismo en heterocigosis pero, para evitar excluir más variedades de este estudio, se 
les asignó de los dos alelos en heterocigosis aquel alelo mayoritario en cada grupo botánico. 
En el resto de variedades, que no mostraron signos de heterocigosidad, los amplicones 
pudieron ser ensamblados obteniendo un total de 47 secuencias de alta calidad que 
posteriormente fueron comparadas mediante un alineamiento múltiple.  
 
La búsqueda de diferencias entre las secuencias dio como resultado el hallazgo de 17 
polimorfismos entre todas las variedades (Tabla 4.2.1) en el gen MELO3C016540. Si los 
dividimos por regiones encontramos dos polimorfismos en el promotor, tres en el 5‟-UTR, 
uno en el primer intrón, dos en el segundo exón, tres en el segundo intrón, cuatro en el 
tercer exón, uno en el 3‟-UTR y uno en el terminador. Del total de 17 polimorfismos, 12 
son SNPs y cinco son indels. La nomenclatura utilizada indica la posición del polimorfismo 
respecto al nucleótido +1 del ATG, utilizando números negativos para los situados aguas 
arriba. Aquellos situados después de la secuencia codificante están marcados con un 
asterisco y su posición es relativa a la primera base del 3‟-UTR. Cabe destacar que dos de 
estos polimorfismos, G411T y G979A, han sido utilizados para genotipar en el ap. 4.1 de 
esta tesis a través de los marcadores moleculares FR14-P22 y SNP-2.826.073 
respectivamente. 
 
Finalmente se construyó un cladograma a partir del alineamiento múltiple de DNA, en el 
que se observa una separación entre los dos grupos principales de variedades cultivadas de 
la subsp. melo: inodorus y cantalupensis (Figura 4.2.7). Sin embargo hay algunas excepciones 
como las variedades cantalupensis Can-Pres, Can-Y, Can-PS, Can-CA y Can-Ef que están 
próximas o integradas en el grupo de inodorus. Cabe destacar la cercanía de los genotipos 
conomon (Con-SC y Con-Paul) con el grupo de cantalupensis, que también incluye al único 
representante dudaim (Dud-QPM). Los genotipos ameri y flexuosus se encuentran dispersos 
en ambos grupos mientras que las variedades de los grupos momordica y agrestis sin clasificar 
forman tres pequeños grupos independientes. 
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Exon 1 Exon 2 Exon 35‟-UTR 3‟-UTRa) b)

 
 
Figura 4.2.7: Análisis filogenético y representación de los alelos del gen 
MELO3C016540 en la colección de variedades del COMAV. a) Cladograma 
construido mediante el método N-J con 1.000 iteraciones bootstrap en MEGA 6 y 
representado con R a partir del alineamiento múltiple de 47 secuencias de DNA realizado 
con ClustalO. La escala inferior indica la distancia genética relativa entre las secuencias 
representadas. Los colores indican la clasificación botánica según Esteras et al. (2013): 
verde: inodorus; azul oscuro: ameri y otras variedades tradicionales de Europa; rojo: 
cantalupensis y reticulatus; azul claro: flexuosus; gris: dudaim; morado; momordica; naranja: conomon; 
y rosa: agrestis sin clasificar. b) Visualización del genotipado de la colección mediante el uso 
de cajas de colores para representar distintos alelos. En la parte superior, sobre la estructura 
del gen MELO3C016540, se indica la posición de los polimorfismos mediante rombos 
(SNP) o triángulos (indels). El relleno negro en cada polimorfismo indica una asociación 
estadísticamente significativa con el tipo de maduración del fruto. 
 
Página siguiente: 
Tabla 4.2.1: Clasificación, genotipado y fenotipado de las variedades de melón del 
COMAV. Se presenta la clasificación botánica y origen del panel 54 variedades (Esteras et 
al. 2013) así como los datos fenotípicos sobre la maduración del fruto junto con toda la 
variabilidad encontrada dentro del gen MELO3C016540. Para los SNPs/indels se indica la 
zona del gen en que se encuentran. El genotipo de los polimorfismos heterocigotos se 
indica mediante una “x” que separa los dos alelos detectados en la variedad. El sombreado 
gris destaca los parentales de SC3-5-1 PS (Ino-PS-T111) y SC (Con-SC). Tipo de 
maduración entre 0 (completamente no climatérico como “Piel de Sapo”) y 4 
(completamente climatérico como “Védrantais”). Firmeza de la pulpa expresada en Kg/0,5 
cm2. Abscisión: 1, “no-slip”, 2, “half-slip”, 3, “full-slip” y 4, completamente dehiscente.  
1: polimorfismos entre las líneas parentales SC y PS. 
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Para analizar el grado de asociación de cada uno de los polimorfismos respecto al tipo de 
maduración del fruto contamos con el fenotipado realizado por el COMAV, descrito en 
detalle en el ap. 3.3 de Material y Métodos. Resumidamente, consiste en tres variables que 
miden el desarrollo de la capa de abscisión, la firmeza de la pulpa y el tipo de maduración 
del fruto. El fenotipado del panel de variedades utilizado en este trabajo se recoge en la 
Tabla 4.2.1. Tal y como esperábamos, las tres variables están correlacionadas: al aumentar 
el grado de climaterio aumenta también el desarrollo de la capa de abscisión (corr. 0,78) y 
disminuye la firmeza de la pulpa (corr. -0,41). A pesar de que tanto la firmeza como la capa 
de dehiscencia son dos variables precisas y cuantitativas, el hecho de que las tres estén 
correlacionadas significativamente (p-valor < 0,01) y que la variable “tipo de maduración” 
englobe todos los procesos de maduración según la experiencia del personal responsable de 
la colección, hizo que se utilizara solamente esta última variable en el estudio de asociación. 
 
Tabla 4.2.2: Estudio de asociación entre los 17 polimorfismos y el tipo de 
maduración. Se presentan los resultados de la aplicación de un análisis de la varianza 
ajustado a un modelo lineal generalizado (ANOVA-GLM) para el estudio de la asociación 
entre cada polimorfismo y la variable fenotípica tipo de maduración. Los asteriscos entre 
paréntesis indican el nivel de significación: *: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01. N.D.: no 
disponible, el tamaño del grupo no permite este tipo de análisis. 
1: polimorfismos entre las líneas parentales SC y PS.  
 

Polimorfismo P-valor 

C-296T 0,328 

INDEL-2821 0,002 (**) 

G-263T 0,115 

INDEL-1261 0.003 (**) 

A-22G 0,328 

C222T 0,44 

G411T1 0,015 (*) 

T533A 0,029 (*) 

G656T 0,34 

T670G N.D. 

INDEL7431 0,020 (*) 

G979A1 0,041 (*) 

A1073C 0,283 

INDEL1113 0,289 

A1206T 0,619 

A*121G 0,467 

INDEL*1731 0,017 (*) 

 
Antes de analizar los polimorfismos, estudiamos si existe una asociación entre el grupo 
botánico y el grado de climaterio mediante un análisis de la varianza ajustando un modelo 
lineal generalizado (ANOVA-GLM). El resultado indicó que existe una asociación muy 
clara entre ambas variables (p-valor = 1x10-12). Siguiendo el mismo procedimiento, se 
analizaron los 17 polimorfismos y se encontró asociación significativa con el tipo de 
maduración en 7 de ellos (Tabla 4.2.2) que fueron estudiados en más detalle para tratar de 
averiguar su vinculación con los cambios fenotípicos. Los 7 polimorfismos están repartidos 
por todo el gen: desde el promotor (INDEL-282), el 5‟-UTR (INDEL-126) y la región 
codificante (G411T, T533A, INDEL743 y G979A) hasta el 3‟-UTR (INDEL*173). Los 
distintos alelos parecen estar ligados, como en el caso de los grupos de variedades inodorus, 
cantalupensis, momordica y conomon, que presentan haplotipos bastante conservados y 
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diferenciables entre sí, aunque cabe destacar que los haplotipos momordica y conomon son en 
general más similares al cantalupensis que al inodorus. Cabe destacar que el polimorfismo 
T670G que no pudo ser analizado debido a que es monomórfico para todas las variedades 
del panel excepto para una, Ag-Tri, que es heterocigota, por lo que no se pudo estudiar la 
varianza mediante ANOVA-GLM. 
 
Tal y como esperábamos, los polimorfismos dentro de la subsp. melo, y especialmente entre 
las variedades climatéricas (cantalupensis) y las no climatéricas (inodorus), son las más 
asociadas con el tipo de maduración. De entre los 7 polimorfismos asociados con el tipo de 
maduración, los más interesantes son aquellos situados en la CDS, dejando de lado los 
UTR y el promotor, ya que pueden producir cambios no sinónimos y afectar a la función 
de la proteína. Se analizaron los tres SNP exónicos, de los cuales dos (G411T y G979A) 
son polimórficos entre los dos parentales In-PS-T111 y Con-SC y, junto con T533A, los 
tres son polimórficos entre In-PS-T111 y la variedad climatérica “Védrantais” (Can-Ved). 
El SNP T533A es sinónimo mientras que G411T y G979A producen cambios no 
sinónimos (A108S y S236N) de forma que las proteínas expresadas por los alelos de Con-
SC y de Can-Ved son idénticas a nivel aminoacídico pero diferentes a la de PS (Figura 
4.2.8). A pesar de que las sustituciones no afectan directamente a las regiones conservadas 
de los subdominios NAC, el cambio A108S sucede a tres aminoácidos de distancia del 
subdominio C. La herramienta bioinformática PROVEAN predice que el efecto sobre la 
proteína es neutro en ambos casos, basándose en la conservación de los residuos 
sustituidos en proteínas NAC de otras especies (Tabla 4.2.3). Los polimorfismos situados 
fuera de la región codificante, tanto en el promotor (INDEL-282) como en las regiones no 
traducidas 5 y 3‟-UTR, (INDEL-126 e INDEL*173) son los que presentan mayor grado de 
significación en el estudio de asociación y podrían influir en la expresión del gen, en la 
estabilidad de la molécula de mRNA o en la traducción, pero el efecto es difícil de predecir. 
Cabe destacar el INDEL-126 en el 5‟-UTR, que es el indel más grande de todos los 
encontrados, y del que se identificaron 9 alelos con diferencias de hasta 28 bp (Figura 
4.2.9).  
 
Tabla 4.2.3: Predicción del efecto de los polimorfismos G411T y G979A sobre la 
proteína MELO3C016540. Se muestran las puntuaciones según PROVEAN para los 
cambios de aminoácido indicados y la predicción del efecto de la sustitución sobre la 
función proteica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Polimorfismo Cambio aa Puntuación Efecto 

G411T A108S 2,099 Neutral 
G979A S236N -0,191 Neutral 
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Figura 4.2.8: Comparación de las secuencias proteicas de MELO3C016540 en las 
variedades In-PS-T111, Con-SC y Can-Ved. Alineamiento construido con el algoritmo 
ClustalO y representado mediante Jalview destacando en gris las regiones conservadas del 
dominio NAC (subdominios A-E). En azul los aminoácidos afectados por los tres 
polimorfismos detectados en la secuencia de DNA. 
a: G411T, cambio A108S; b: T533A, cambio sinónimo; c: G979A, cambio S236N.  
 
 
Para facilitar la comparación entre alelos del INDEL-126, el más largo fue dividido en 
cinco bloques (A-E): una cadena poliA (bloque A) y cuatro heptanucleótidos con 
variaciones: “GAGAAAA” (bloque B); “GAAAAAA” (bloque C); “GAAATAA” (bloque 
D); y “GAATAAA” (bloque E) (Figura 4.2.10). De esta forma podemos clasificar los alelos 
en función de sus bloques: por un lado el grupo ABCD (alelos INO y CHA), el grupo A 
(alelos CAN y CON), el grupo ABC (alelos AG1, AG2, MOM y CHI) y el grupo ABE 
(solamente el alelo TIB). El grupo ABCD engloba la todas las variedades inodorus, cuatro 
ameri, cinco cantalupensis, un flexuosus y un chate. El grupo A incluye la mayoría de 
cantalupensis, todos los conomon y dos ameri. El grupo ABC incluye todos los momordica, todos 
los agrestis sin clasificar, un flexosus y el único chito. Y por último, la única variedad ABE es 
tibish. 
 
 
Página siguiente: 
Figura 4.2.9: Alineamiento múltiple de las secuencias de las variedades de melón en 
el polimorfismo INDEL-126. Alineamiento realizado mediante ClustalO y representado 
con Jalview del que se muestra la región 5‟-UTR entre los nucleótidos -148 y -84 del gen 
MELO3C016540. Los colores de fondo verde y naranja señalan las subsp. melo y agrestis 
respectivamente, la clasificación botánica se corresponde con la realizada por Esteras et al. 
(2013) y a la derecha se especifica la abreviatura utilizada para nombrar cada alelo en el 
genotipado de la colección: INO, CHA, CAN, CON, AG1, AG2, TIB, MOM y CHI. 
 

^a

^b

^c

A B

C

D E

DB
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Figura 4.2.10: Bloques encontrados para el INDEL-126.  El fragmento representado se 
corresponde con el intervalo entre los nucleótidos -148 y -84, situados en la región 5‟-UTR 
del gen MELO3C016540. A la derecha se definen los grupos (ABCD, A, ABC y ABE) en 
función de la presencia de los bloques A (azul, cadena poliA), B (verde, “GAGAAAA”), C 
(rojo, “GAAAAAA”), D (naranja, “GAAATAA”) y E (morado, “GAATAAA”).  
 
4.2.5. Discusión 
 
Tras la selección de MELO3C016540 como candidato para el QTL eth6.3 implicado en la 
regulación de la maduración climatérica en la línea SC3-5-1 de melón, en este capítulo se ha 
llevado a cabo una caracterización del gen a través de tres estrategias distintas: la detección 
de los miembros putativos de la familia de factores de transcripción NAC en melón, la 
comparación de su secuencia proteica con otras NAC de otras especies y función conocida, 
y su secuenciación en un panel de variedades de melón con origen y fenotipo diversos. A 
continuación se discutirán los aspectos más relevantes de cada una de ellas y se planteará 
una hipótesis sobre cómo podrían estar relacionados los distintos alelos de 
MELO3C016540 con la maduración del fruto de melón. 
 
La familia putativa de factores de transcripción NAC en melón consta de 81 genes (que 
codifican 92 proteínas), en los que se ha detectado la presencia del dominio característico 
NAC implicado en la unión a DNA. El tamaño de esta familia en melón es inferior al de la 
mayoría de especies en las que ha sido caracterizada (Tabla 4.2.4), aunque destaca la 
ausencia de estudios similares en especies más cercanas al melón. La caracterización de 
proteínas NAC en otras cucurbitáceas cuyo genoma ha sido secuenciado, como la sandía 
(Guo et al. 2013) y el pepino (Huang et al. 2009; Woycicki et al. 2011), permitiría hacer 
comparaciones más exhaustivas e investigar la diversificación de sus miembros en estas 
especies. 
 
La proteína MELO3C016540 presenta la típica estructura de un factor de transcripción de 
la familia NAC: es relativamente corta (353 aminoácidos) con el dominio NAC muy 
conservado situado en la mitad N-terminal (entre los residuos 15 y 178) y una mitad 
C-terminal más diversa (Olsen et al. 2005). La gran conservación que observamos entre 
proteínas de distintas especies y función conocida (Figura 4.2.5), que permite incluso 
reconocer los cinco subdominios NAC A-E, ya ha sido observada anteriormente en 
trabajos similares realizados en arroz, Arabidopsis y tomate, entre otros (Ooka et al. 2003; 
Ernst et al. 2004; Jensen et al. 2010; Zhou et al. 2014). 
 
 
 
 

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGAAAAGAAAAAAGAAATAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-GAGAAAAGAAAAAAGAAATAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA--------------------------GAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA----------------------------GAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAA--------------------GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAA-------------------GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAA------------------GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA--------------GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT

TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAA--------------------GAGAAAAGAATAAAGAAACCCCATTTT

INO

CHA

CAN

CON

AG1

AG2

MOM

CHI

TIB

A C

ABCD

A

ABC

ABE

B D

E



4.2. Validación del gen candidato para eth6.3 mediante secuenciación. 
 

95 
 

Tabla 4.2.4: Tamaño de las familias de genes NAC descritas en plantas. Se indica el 
número de genes anotados en cada especie así como el artículo en el que se describieron 
por primera vez. 
*: este mismo capítulo de tesis. 

Especie Tamaño Referencia 

Vid 79 Wang et al. 2013 

Melón 81 * 

Guandú (Cajanus cajan) 88 Satheesh et al. 2014 

Yuca 96 Hu et al. 2015 

Jatropha curcas 100 Wu et al. 2015 

Brachypodium distachyon 101 You et al. 2015 

Tomate 104 Su et al. 2015 

Arabidopsis 105 Ooka et al. 2003 

Mijo 147 Puranik et al. 2013 

Arroz 151 Nuruzzaman et al. 2010 

Tabaco 152 Rushton et al. 2008 

Soja 152 Le et al. 2011 

Maíz 152 Shiriga et al. 2014 

Chopo 163 Hu et al. 2010 

Col china 204 Liu et al. 2014 

 
La construcción del árbol filogenético permitió la clasificación de las 37 proteínas en cuatro 
grandes grupos que, en general, agrupan a proteínas con funciones similares 
independientemente de la especie de procedencia (Figura 4.2.6). Lo más destacable es la 
cercanía entre el factor de transcripción SlNAC-NOR (también denominado NOR) y 
MELO3C016540, ya que el primero podría ser considerado como el principal regulador de 
la maduración en tomate y probablemente en otras especies tanto climatéricas como no 
climatéricas (Klee & Giovannoni 2011; Osorio et al. 2011). La mutación nor da lugar a 
frutos desarrollados con semillas fértiles pero que a diferencia de los tomates “wild type” 
no inician la maduración debido a la inhibición de procesos como la transición hacia una 
biosíntesis autocatalítica de etileno, el incremento de la tasa de respiración, la degradación 
de clorofilas y síntesis de pigmentos, el reblandecimiento de la pulpa y el desarrollo de 
aromas (Klee & Giovannoni 2011). Del mismo modo en que durante la maduración 
climatérica de algunas variedades de melón como “Védrantais” se activan procesos 
metabólicos muy similares a los que han sido descritos en tomate “wild type”, se puede 
trazar un paralelismo entre el mutante nor y las variedades no climatéricas como PS: no se 
produce etileno durante la maduración, el color del exocarpo no vira de verde a amarillo, 
no hay biosíntesis de carotenoides en la pulpa del fruto, su reblandecimiento es menor y no 
es aromático (Vegas 2014; Saladie et al. 2015). El paralelismo es aún más evidente si 
tenemos en cuenta que los frutos nor no maduran en respuesta a etileno exógeno del mismo 
modo en que tampoco lo hacen los melones no climatéricos (Guis et al. 1997; Perin et al. 
2002a; Giovannoni 2007; Saladie et al. 2015). Algunos autores han hipotetizado sobre la 
posibilidad de que, en general, los frutos no climatéricos fueran mutantes en genes 
implicados en la biosíntesis y señalización de etileno o en factores de transcripción 
ortólogos a los caracterizados en tomate como RIN, NOR y CNR (Giovannoni 2004). En 
el caso del melón, la gran reprogramación genética en el fruto observada entre variedades 
climatéricas y no climatéricas durante la maduración apunta hacia la acción de uno o varios 
factores de transcripción (Saladie et al. 2015) y los resultados de este capítulo sugieren que 
MELO3C016540 podría ser uno de ellos dada su homología con NOR. 
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Además de SlNAC-NOR, dentro del grupo de MELO3C016540 en el árbol filogenético 
encontramos las proteínas NAP, NAC2, PvNAP y CsNAC. Las cuatro están implicadas en 
procesos de senescencia de las hojas en Arabidopsis (NAP y NAC2, Guo & Gan 2006; 
Balazadeh et al. 2010) y judía (PvNAP, Tucker et al. 2002), y del fruto del naranjo (CsNAC, 
Liu et al. 2009b). Dada la similitud a nivel de secuencia con MELO3C016540, no se puede 
descartar que esta proteína también esté implicada en procesos de senescencia además de 
en la maduración del fruto, tal y como ha sido hipotetizado para SlNAC-NOR (Zhu et al. 
2014).  
 
Por último, la proteína SlNAC4, que también está implicada en la regulación de la 
maduración del fruto en tomate, agrupa con proteínas implicadas en la regulación de 
respuestas a estrés biótico y abiótico (grupo 2 en la Figura 4.2.6). Cuando este factor de 
transcripción fue descrito por primera vez, los autores observaron el mismo fenómeno y 
comprobaron que SlNAC4 está implicada en la respuesta a estrés abiótico en esa especie 
posiblemente a través del control de la síntesis de etileno (Zhu et al. 2014). 
 
La secuenciación de MELO3C016540 en el panel de 54 variedades de melón del COMAV, 
que son representativas de la diversidad dentro de la especie (Esteras et al. 2013; Leida et al. 
2015), ha dado como resultado la detección de una gran variabilidad a nivel de secuencia, 
pero también evidencia la asociación entre algunos polimorfismos y el tipo de maduración 
del fruto. Se detectó una asociación muy significativa entre el grupo botánico y el tipo de 
maduración, debida en gran parte a la sobrerrepresentación de dos grupos de variedades: 
inodorus (no climatéricas) con 18 accesiones y cantalupensis (climatéricas) con 14 accesiones, 
que presentan una maduración muy distinta entre ellas pero homogénea dentro de cada 
grupo (Tabla 4.2.1). Se encontraron 7 polimorfismos asociados con el tipo de maduración 
(Tabla 4.2.2) que son polimórficos entre las variedades dentro la subsp. melo, en especial 
entre inodorus y cantalupensis. Los 10 polimorfismos restantes, que no muestran asociación 
con la maduración, son en su mayoría monomórficos dentro de la subsp. melo y 
polimórficos entre ésta y la subsp. agrestis. Con los datos de que disponemos no podemos 
saber si las diferencias en el tipo de maduración se deben a un solo polimorfismo o la 
combinación de varios de ellos. Comenzaremos discutiendo primero el efecto que podrían 
tener individualmente y después trataremos de dar una visión de conjunto analizando los 
haplotipos. 
 
De los tres polimorfismos asociados con el tipo de maduración que han sido detectados 
dentro de la CDS de MELO3C016540 (G411T, T553A y G969A), el segundo es un 
cambio sinónimo y los otros dos no sinónimos, pero tendrían un efecto neutral sobre la 
función proteica según la predicción realizada. Aunque los polimorfismos están situados 
fuera del dominio conservado NAC, la segunda mitad (extremo C-terminal) contiene 
típicamente las regiones más variables que están implicadas en el control de la transcripción 
y unión a proteínas (Puranik et al. 2012). Sin embargo, el polimorfismo G411T es utilizado 
como marcador genético en el clonaje posicional de eth6.3 bajo el nombre de FR14-P22 y 
delimita el QTL por la derecha (Vegas et al. 2013; ver cap. 4.1), por lo que nos permitiría 
descartar las sustituciones aminoacídicas causadas por G411T y G969A como las causales 
de las diferencias fenotípicas. Del mismo modo también se reduce el número de 
polimorfismos candidatos a los dos situados aguas arriba del nucleótido 411 en la secuencia 
de MELO3C016540: INDEL-126 e INDEL-282. El polimorfismo INDEL-126, que está 
situado en el 5‟-UTR, podría ser importante porque esta región regula la traducción de 
genes en plantas aunque no se conocen sus mecanismos de acción por completo 
(Kawaguchi & Bailey-Serres 2005; Kim et al. 2014). Por último, INDEL-282 está situado en 
la región promotora y podría alterar la transcripción del gen dando lugar a un abanico muy 
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amplio de efectos, desde una completa inhibición hasta una expresión constitutiva o 
ectópica (Dutt et al. 2014), aunque no se han encontrado diferencias de expresión 
significativas entre frutos maduros de “Védrantais” y PS (Saladie et al. 2015). 
 
La distribución de los grupos botánicos en el cladograma construido a partir de las 
distancias genéticas entre los alelos de MELO3C016540 (Figura 4.2.7) no se corresponde 
con la distribución según el genotipado con 768 SNPs repartidos por todo el genoma que 
se representa en la Figura 1.2b (Esteras et al. 2013). La principal diferencia entre ambos es 
que según el haplotipo de MELO3C016540 las variedades conomon (subsp. agrestis) aparecen 
representadas dentro del mismo clado que las cantalupensis (subsp. melo) mientras que desde 
un punto de vista filogenético son muy distantes. Otra diferencia es la presencia de 5 
variedades del grupo cantalupensis dentro del clado de mayoría inodorus (Can-Pres, Can-Y, 
Can-Ps, Can-CA y Can-Ef) mientras que en el estudio anterior no fue detectado ningún 
caso. El hecho de que las distancias entre variedades sean distintas para el gen 
MELO3C016540 que para el estudio filogenético usando todo el genoma podría indicar 
que este gen ha estado sometido a una presión de selección distinta a la de otras partes del 
genoma, probablemente debido a su relación directa con un proceso muy importante para 
la calidad del fruto como es la maduración. Cabe destacar que todas las variedades inodorus, 
cantalupensis y conomon incluidas en este trabajo son variedades cultivadas (Esteras et al. 2013). 
 
El estudio del alcance biológico de los polimorfismos entre los alelos de estos tres grupos 
botánicos será fundamental para conocer de que modo están implicados con la regulación 
de la maduración en melón. Tal y como se ha dicho anteriormente, los polimorfismos 
podrían afectar a MELO3C016540 en varios aspectos que deberán ser estudiados en el 
futuro. Finalmente planteamos a continuación una hipótesis que tiene en cuenta los 
resultados obtenidos hasta este punto, aunque será ampliada en la Discusión General (cap. 
5) integrando las discusiones de los siguientes capítulos. Según nuestra hipótesis, las 
variedades no climatéricas como la inodorus PS tendrían un alelo de MELO3C016540 que, 
por razones todavía desconocidas, inhibe la maduración climatérica del fruto de un modo 
global similar al gen SlNAC-NOR en tomate. La línea conomon SC, en cambio, tendría un 
alelo funcional de MELO3C016540 pero estaría mutado en algún otro gen distinto también 
implicado en este proceso que le impediría madurar climatéricamente. Este gen o genes 
podrían ser responsables de los genes mayores y QTLs detectados en la población de RILs 
“Védrantais” x SC (Perin et al. 2002a). Finalmente, las variedades climatéricas cantalupensis 
tendrían toda la ruta intacta y por eso son capaces de madurar de forma climatérica. De 
este modo cuando se introduce el alelo conomon de MELO3C016540 procedente de SC en el 
fondo genético de PS (es decir, la línea GF40) se produce un fruto con fenotipo climatérico 
(Vegas et al. 2013; cap. 4.1). La existencia de variedades climatéricas con el alelo inodorus de 
MELO3C016540 detectadas en el panel de variedades (Can-Y, Can-Ps, Can-CA y Can-Ef) 
podría explicarse por la existencia de otro/s gen/es implicados en maduración climatérica 
funcionales en SC y variedades cantalupensis. Este gen o genes podrían ser los responsables 
del QTL eth3.5, también involucrado en la maduración climatérica del fruto y que todavía 
no ha sido clonado. 
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4.3. Validación del gen candidato para eth6.3 por TILLING. 
 
4.3.1. Introducción 
 
En los capítulos anteriores se describe el clonaje posicional del QTL eth6.3 y la 
identificación del gen candidato MELO3C016540, miembro de la familia de factores de 
transcripción NAC en melón. Tras una primera aproximación para la validación del 
candidato a nivel de secuencia, este capítulo y el siguiente tratan sobre su validación a través 
del uso de herramientas de genética inversa. En contraposición a la genética directa, que 
trata de encontrar la base genética de una variación fenotípica, la genética inversa es un 
conjunto de estrategias que permiten determinar la función de un gen mediante el estudio 
del fenotipo en individuos con alteraciones en la secuencia de dicho gen. Dos de los 
métodos de genética inversa más utilizados en plantas son la mutagénesis insercional con 
T-DNA y el silenciamiento génico, pero ambas se basan en la transformación genética y 
por tanto su aplicabilidad se reduce a un número limitado de especies (Alonso & Ecker 
2006). Recientemente ha habido un auge en los métodos de edición de genes (“gene 
editing”) que permiten, potencialmente, introducir mutaciones puntuales en genes de 
interés de forma eficiente (Wood et al. 2011). Actualmente el sistema CRISPR/Cas9 es muy 
en plantas y consiste, brevemente, en la expresión transgénica de una enzima endonucleasa 
modificada de origen bacteriano que es guiada por una molécula de RNA y que corta una 
secuencia de DNA específica en un determinado nucleótido, de forma que las mutaciones 
son causadas cuando la maquinaria celular repara el DNA (Feng et al. 2013). En plantas ha 
sido aplicado en el estudio de una gran variedad de especies, incluyendo algunas de interés 
agronómico como maíz, trigo, arroz y tomate (Belhaj et al. 2015).  
 
La transformación genética es posible en melón (Dong et al. 1991; Ayub et al. 1996; 
Bezirganoglu et al. 2014) pero es todavía un proceso largo y poco eficiente, así que 
decidimos utilizar la técnica de TILLING como primera opción para la validación del gen 
candidato MELO3C015640. El TILLING (“Targeted Induced Local Lesions IN 
Genomes”) consiste en la identificación de mutaciones en el gen de interés en poblaciones 
tratadas con un agente mutagénico (generalmente químico, como el EMS) y su análisis 
fenotípico (McCallum et al. 2000). La principal ventaja del TILLING sobre el resto de 
técnicas de genética inversa es que se puede utilizar prácticamente en cualquier especie 
vegetal independientemente del tamaño del genoma, el nivel de ploidía y el método de 
propagación (Kurowska et al. 2011). Además, las mutaciones producidas por TILLING son 
estables y no requieren transformación genética, por lo que resulta especialmente útil para 
su aplicación en especies sin un protocolo de transformación eficiente. La aleatoriedad con 
la que actúa el agente mutagénico supone una ventaja por la gran variedad de mutaciones 
potenciales que pueden generarse (sinónimas, no sinónimas o mutaciones en sitios 
donadores y aceptores de “splicing”) siendo posible la obtención de una serie alélica para el 
gen de interés. Sin embargo esto también supone un  inconveniente ya que en ocasiones es 
necesaria una población de gran tamaño para encontrar la mutación deseada (Alonso & 
Ecker 2006).  
 
El TILLING fue utilizado por primera vez en Arabidopsis (McCallum et al. 2000) y desde 
entonces ha sido aplicado en una gran variedad de organismos, incluyendo también 
animales. Aunque fue desarrollado inicialmente para su aplicación en genómica funcional, 
el TILLING está siendo utilizado como una herramienta para la mejora genética vegetal, 
evitando así las complicaciones derivadas de la legislación sobre organismos genéticamente 
modificados en la UE (Slade & Knauf 2005). Por tanto, la mayor proliferación de 
plataformas de TILLING ha ocurrido en especies cultivadas de alto interés agronómico 
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como legumbres, cereales, solanáceas, brasicáceas y cucurbitáceas (revisión por Kurowska 
et al. 2011).  
 
En el caso del melón se han generado varias poblaciones de TILLING utilizando distintas 
variedades: “Noy Yizre‟el” (cultivar de tipo “Galia”, grupo cantalupensis, Tadmor et al. 2007), 
“Harukei3” (cultivar de “Earl‟s favourite”, grupo cantalupensis, Ezura & Fukino 2009), 
“CharMono” (cultivar tipo “Charentais”, grupo cantalupensis, Dahmani-Mardas et al. 2010) y 
PS (grupo inodorus, Gonzalez et al. 2011). 
 
Dada la implicación del gen candidato en la maduración de tipo climatérica, se utilizó una 
población de TILLING desarrollada a partir de una variedad cantalupensis de melón para 
poder observar los cambios en el proceso de maduración producidos por las mutaciones en 
su secuencia. Si la población usada fuera no climatérica, el efecto de las mutaciones en el 
factor de transcripción NAC debería no afectar al fenotipo porque los frutos ya carecen del 
componente climatérico de la maduración. A través de una colaboración con el grupo del 
Dr. Abdelhafid Bendahmane (URGV- INRA, Evry, Francia) tuvimos acceso a la colección 
de TILLING en el fondo genético del melón climatérico “CharMono”, que ya ha sido 
utilizada para la confirmación de los genes a y g, responsables de la determinación sexual en 
melón (Boualem et al. 2008; Martin et al. 2009) y para la búsqueda de mutantes para genes 
relacionados con la maduración del fruto como CmACO1 (Dahmani-Mardas et al. 2010). 
 
4.3.2. Búsqueda de mutaciones en el gen candidato en la población de TILLING 
“CharMono” 
 
Debido al tamaño del gen candidato MELO3C016540, se diseñaron dos amplicones (A1 y 
A2) para cubrir la longitud total de su ORF de 1.334 bp en el cribado de la población de 
mutantes de la forma más eficiente (Figura 4.3.1). El amplicón A1 permitió la búsqueda de 
mutantes en una región de 920 bp entre los nucleótidos -66 y el 854 incluyendo los dos 
primeros exones y parte del tercero, mientras que A2 cubrió completamente el tercer exón 
amplificando 807 bp entre las posiciones 648 y 1.455 (122 bp dentro del 3‟-UTR). Durante 
una estancia en la Unité de Recherche en Génomique Végétale (URGV-INRA) entre los 
meses de marzo y abril de 2014 se cribaron aproximadamente 6.200 familias M2 de la 
población de TILLING “CharMono” y fueron identificadas 21 familias con 20 mutaciones 
en el gen candidato, pero tras descartar la familia 5388 quedaron un total de 20 familias con 
17 mutaciones (Tabla 4.3.1). 

 
Figura 4.3.1: Estructura del gen MELO3C16540 utilizado para la búsqueda de 
mutantes en la colección de TILLING “CharMono”. La figura representa las regiones 
amplificadas por A1 y A2 (líneas discontinuas) y la distribución de las 20 mutaciones 
encontradas originalmente. Las cajas rojas representan regiones no traducidas (UTR), las 
cajas azules las regiones exónicas y las líneas azules los intrones. El dominio NAC está 
señalado con una línea de color morado sobre los exones 1 y 2. Los triángulos rojos 
representan mutaciones no sinónimas, los triángulos verdes mutaciones sinónimas y los 
triángulos azules mutaciones en regiones no codificantes. Los triángulos grises indican las 
mutaciones descartadas.  
 
 

A1
A2

Exon 1 Exon 2 Exon 35‟-UTR 3‟-UTR

Dominio NAC
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Tabla 4.3.1: Listado de las familias M2 con mutaciones identificadas en el gen 
MELO3C016540. Se indica el amplicón en el que fueron detectadas las mutaciones 
durante el cribado de la población de TILLING así como la posición del nucleótido 
afectado y su situación en la estructura del gen. También se detalla la sustitución 
aminoacídica y la predicción del efecto sobre la función proteica según PROVEAN. 
1: familia descartada. 
2, 3 y 4: parejas de familias con mutaciones idénticas. 
5: mutaciones probablemente no causadas por EMS. 
 

Familia M2 Amplicón Mutación Región Cambio AA Efecto 

4831 A1 G36A Exón 1 Q12Q - 

82 A1 G147A Exón 1 E49E - 

246 A1 G175A Exón 1 E59K Mutación deletérea 

5970 A1 G265A Intrón 1 - - 

1301 A1 G371A Exón 2 G94G - 

53881 A1 T411G5 Exón 2 S108A - 

432 A1 C475T Exón 2 P129L Mutación deletérea 

53881 A1 A533T5 Exón 2 P148P - 

29232 A1 C580T Exón 2 S164F Mutación deletérea 

2282 A1 C580T Exón 2 S164F Mutación deletérea 

1784 A1 C634T Intrón 2 - - 

1725 A1 C724T Intrón 2 - - 

53881 A2 A978G5 Exón 3 N236S - 

4933 A2 C1014T Exón 3 A248V Mutación neutral 

3717 A2 C1038T Exón 3 S256F Mutación neutral 

2503 A2 G1058A Exón 3 D263N Mutación neutral 

43213 A2 C1169T Exón 3 L300F Mutación neutral 

49783 A2 C1169T Exón 3 L300F Mutación neutral 

244 A2 C1264T Exón 3 V331V - 

5024 A2 C1296T Exón 3 P342L Mutación neutral 

5034 A2 C1296T Exón 3 P342L Mutación neutral 

5264 A2 C1307T 3'-UTR - - 

317 A2 G1337A 3'-UTR - - 

 
La familia 5388 fue descartada porque presentaba tres mutaciones (T411G, A533T y 
A978G) que no se corresponden con los cambios de tipo G:C a A:T que son los esperados 
tras el tratamiento con el agente mutagénico EMS. Además, las tres mutaciones se 
corresponden con tres SNPs (G411T, T533A y G979A, Tabla 4.2.1) encontrados entre la 
mayoría de las variedades inodorus y cantalupensis en el apartado 4.2.4 de esta tesis, por lo que 
creemos que se trata de una contaminación durante la construcción de la población de 
TILLING probablemente originada durante la propagación de esta familia. Cabe 
mencionar que la diferencia de un nucleótido entre la nomenclatura de la mutación A978G 
y del SNP G979A se debe a que en este apartado se ha utilizado como referencia la 
secuencia del parental “Charentais Mono”, que presenta un desfase debido a la deleción de 
una sola base en el segundo intrón (denominada INDEL+743 en la Tabla 4.2.1) en esta 
variedad respecto a la secuencia del genoma del melón (v3.5.1) utilizada como referencia 
para nombrar el SNP en 4.2.1. Finalmente, descartando la familia 5388, contamos con un 
total de 20 familias M2 que representan 17 mutaciones únicas o alelos del gen, lo que 
supone una frecuencia de una mutación por cada 630 Kb, calculada según Greene et al. 
(2003). La distribución de las mutaciones, mostrada en la Figura 4.3.1, es uniforme a lo 
largo de la secuencia y encontramos 12 en los exones (70% de las mutaciones totales), 3 en 



4.3. Validación del gen candidato para eth6.3 por TILLING 

102 
 

los intrones (18%) y 2 en el 3‟-UTR (12%). En la figura también se muestran las 
mutaciones de la familia 5388, descartada de este estudio, mediante flechas de color gris. El 
67% de las mutaciones en la secuencia codificante producen un cambio no sinónimo (8 
mutaciones) y el resto son silenciosas o sinónimas (4 mutaciones). A pesar del número 
relativamente alto de mutantes identificados, no encontramos ninguna mutación sin 
sentido ni en sitios donadores o aceptores de “splicing”. 
 
Antes de la evaluación fenotípica de las familias con mutaciones sinónimas, realizamos una 
caracterización a nivel de secuencia para tratar de predecir la importancia de las 
sustituciones aminoacídicas sobre la función proteica utilizando herramientas 
bioinformáticas. Por un lado estudiamos la posición de los aminoácidos afectados respecto 
a los motivos conservados en el extremo N-terminal, encontrando tres sustituciones entre 
los residuos 15 y 178, que es el intervalo correspondiente al dominio NAC. Las 
sustituciones E59K y P129L se encuentran dentro de los subdominios B y D 
respectivamente, mientras que el cambio S164F se encuentra a tan solo dos residuos del 
subdominio E (Figura 4.3.2). El cambio P129L es especialmente interesante porque la 
prolina 129 se encuentra muy conservada entre proteínas NAC independientemente de su 
función biológica y especie (Figura 4.3.3). Por otro lado utilizamos la herramienta 
PROVEAN para predecir el efecto de las sustituciones en función del nivel de 
conservación de cada aminoácido en proteínas homólogas presentes en bases de datos. De 
nuevo encontramos que las mutaciones E59K, P129L y S164F podrían tener un efecto 
deletéreo sobre la función proteica (Tabla 4.3.1). 

 
Figura 4.3.2: Posición de las mutaciones detectadas en la población TILLING en la 
secuencia proteica de MELO3C016540. Alineamiento construido con el algoritmo 
ClustalO y representado por Jalview a partir de las secuencias de “Piel de Sapo”, 
“Charentais Mono” y la secuencia artificial “Mutaciones” que aglutina todas las mutaciones 
no sinónimas (rojo). Los residuos señalados en azul son polimorfismos entre “Piel de 
Sapo” y “Charentais Mono”, también presentes en la familia 5388. Las zonas de color gris 
señalan las regiones conservadas del dominio NAC (subdominios A-E).  
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Figura 4.3.3: Posición de las sustituciones E59K, P129L y S164F respecto al dominio 
conservado NAC en MELO3C016540. Alineamiento realizado con el algoritmo ClustalO 
y representado por Jalview a partir de 37 secuencias de proteínas NAC de diversas especies. 
Las flechas negras señalan los aminoácidos afectados por los cambios de aminoácido. El 
sombreado azul indica un nivel de conservación superior al 75% y las localizaciones de los 
cinco subdominios NAC (A-E) están delimitadas por cajas negras. Los prefijos en el 
nombre de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S. lycopersicum; Os: O. sativa; Gm: 
G. max; Ca: C. annum; St: S. tuberosum; Cs: C. sinensis; Ph: P. hybrida y  Pv: P. vulgaris. Las 
proteínas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepción de AtNAM.  
 
4.3.3. Caracterización fenotípica de los mutantes 
 
Para estudiar el efecto de las mutaciones inducidas en el gen candidato sobre la maduración 
del fruto de melón, las familias que contenían los 8 mutantes con sustituciones 
aminoacídicas fueron fenotipadas durante las campañas de verano de 2014 y 2015. De las 
familias con mutaciones duplicadas se eligió al azar un representante (2923 y 4321 sobre 
228 y 2978 respectivamente) excepto para la mutación C1296T de la que se eligieron ambas 
familias (502 y 503) debido a la baja tasa de germinación observada por el URGV-INRA en 
estudios anteriores. Obtuvimos semillas de las 9 familias seleccionadas (Tabla 4.3.2) del 
banco de germoplasma del INRA, recibiendo entre 20 y 26 semillas por cada familia M2. 
Para poder realizar un fenotipado durante el verano de 2014, se germinaron todas ellas 
durante el mes de junio añadiendo además semillas del genotipo parental “Charentais 
Mono” para ser utilizadas como control. La tasa de germinación fue alta para la mayor 
parte de las familias (superior al 80% para 6 de ellas) aunque solamente germinaron el 50% 
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de la familia 432, el 40% de la 502 y el 20% de la 503. El promedio de semillas germinadas 
por familia fue 15, aunque los números varían entre 26 (familia 4321) y 4 (familia 503). 
 
Aproximadamente 2 semanas después de la germinación se realizó una extracción de DNA 
de la primera hoja de cada planta para su genotipado mediante secuenciación, tras la que se 
asignó a cada individuo un genotipo en función de la presencia del alelo mutado o no 
mutado del gen candidato. A partir de aquí se utiliza la abreviatura M para hacer referencia 
a los individuos homocigotos para el alelo mutado, W a los homocigotos para el alelo no 
mutado o salvaje y H a los heterocigotos con ambos alelos. La distribución de los 
genotipos muestra una distorsión de la segregación esperada (1/4 M, 1/4 W y 1/2 H) en 
algunas familias como 3717, 2503, 4321, 502 y 503 por causas desconocidas, aunque podría 
deberse a la existencia de mutaciones letales en genes necesarios para la germinación o para 
el desarrollo de la planta que estuvieran ligados a MELO3C016540 o a errores durante el 
genotipado. Se eligieron todas aquellas plantas homocigotas (tanto para el alelo mutado 
como para el alelo salvaje) para su fenotipado en los invernaderos de Torre Marimón, 
excepto en el caso de la familia 4321 donde no se encontraron homocigotos M y se 
seleccionaron 5 plantas H. Como para la mayoría de las familias se obtuvieron menos de 5 
plantas homocigotas M o W se añadieron individuos heterocigotos para obtener semillas y 
propagar la familia. En total se cultivaron 89 plantas M2 y 8 “Charentais Mono” que fueron 
autopolinizadas durante el mes de agosto produciendo un total de 78 frutos. 
 
Para el fenotipado del fruto utilizamos el tiempo de dehiscencia, el color del fruto en el 
momento de cosecha y el aroma como marcadores fenotípicos tal y como se indica en 
Material y Métodos (ap. 3.3). En la temporada de 2014, y de forma inesperada, casi una 
tercera parte de los frutos se vio afectado por un hongo del que no se pudo determinar el 
origen ni aplicar un tratamiento efectivo y que alteró el fenotipado de las plantas infectadas. 
El alcance de la infección varió entre familias, siendo las más afectadas 4933 (3 frutos sanos 
de 9 totales), 3717 (4 de 10), 2503 (5 de 10) y 503 (2 de 4) (Tabla 4.3.2). Una gran parte de 
los frutos infectados tuvieron que ser cortados prematuramente cuando el hongo 
amenazaba la viabilidad de las semillas, fundamental para la propagación de las familias, por 
lo que en ausencia del tiempo de dehiscencia se evaluó el estado de desarrollo de la capa de 
abscisión en el momento de ser cortados. 
 
Basándonos en la presencia de aromas característicos del fruto maduro, el cambio de color 
externo y el desarrollo de una capa de abscisión, todas las plantas de esta población fueron 
clasificadas como climatéricas. Todos los frutos no infectados por el hongo fueron 
dehiscentes excepto 2503.1, 2503.2 y 502.4b (cortados por la aparición de fisuras en el 
fruto), 2503.9 (cortado por error) y 4933.9, mutante en homocigosis para el gen candidato, 
que fue cortado tras 73 días en la planta. Los dos únicos frutos que no viraron de verde a 
amarillo fueron el mutante 4933.9 y el parental Char.2, siendo este último descartado para 
el análisis por presentar anomalías en el proceso de maduración posiblemente debidas a la 
infección del hongo sobre la planta. Los datos fenotípicos completos se encuentran 
recogidos en la Tabla A.4.3.1 en el Anexo. 
 
La caracterización fenotípica de la población de mutantes trata de distinguir diferentes 
grados de climaterio, por lo que utilizamos los tiempos de dehiscencia como medida 
representativa del proceso climatérico ya que a mayor intensidad de la maduración menor 
es el tiempo transcurrido entre la polinización y la dehiscencia del fruto debido un adelanto 
o a un aumento de la síntesis de etileno. Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la 
maduración comparamos los tiempos de dehiscencia a dos niveles: (1) dentro de cada 
familia, entre los individuos M y W; y (2) entre cada familia y el control “Charentais
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Mono”. Para evitar una distorsión de los resultados a consecuencia de la infección fúngica, 
decidimos excluir 21 individuos que mostraron síntomas severos de infección. Como 
resultado de la criba, todos los frutos con la mutación en homocigosis de las familias 2503 
fueron descartados por lo que no pudo realizarse la comparación entre M y W dentro de 
esta familia (Tabla 4.3.2). Además, todos los frutos control “CharMono” fueron 
descartados, imposibilitando la comparación de medias entre cada familia y el parental de la 
población. Del resto de familias, cinco (246, 432, 4933, 3717 y 502) mostraron un 
incremento entre el promedio del tiempo de dehiscencia en los frutos M respecto a los 
frutos W. La variabilidad (desviación estándar) de este incremento fue muy alta, 
encontrándose diferencias desde 3,3 días en la familia 4321 hasta 33 en la 4933 (Tabla 
4.3.2). Los frutos heterocigotos mostraron un fenotipo intermedio, con un tiempo de 
dehiscencia más prolongado que los frutos W pero más corto que los M. De forma 
inesperada,  los frutos M de la familia 2923 mostraron un comportamiento inverso 
adelantando el tiempo de dehiscencia respecto a los W un promedio de 2,4 días. En la 
Figura 4.3.4 se representan gráficamente las diferencias en los tiempos de dehiscencia de 
cada una de las familias. El bajo número de frutos supuso un problema a la hora de 
estudiar el nivel de significación de estas diferencias, aunque el aumento del tiempo de 
dehiscencia en los frutos M respecto a los W en las familias 246 y 502 fue significativo en 
una prueba t de Student. Las diferencias de 6,4 días en la familia 246 y 11,7 en 502 tuvieron 
un p-valor de 0,04 y 0,01 respectivamente. Estos resultados, aunque prometedores, 
necesitaban ser validados mediante un nuevo fenotipado en el verano de 2015 aumentando 
el número de plantas de cada familia e incluyendo “Charentais Mono”. 

 
Figura 4.3.4: Diferencias fenotípicas en las familias M2 durante la temporada de 
2014. Se representan los días transcurridos entre la polinización y dehiscencia (DAP) por 
familia. W: homocigoto para el alelo no mutado (rojo); M: homocigoto para el alelo mutado 
(verde); y H: heterocigoto (azul). Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los genotipos indicados por la llave según una prueba t de Student.  
Nivel de significación: *: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01. 
 
En la campaña de 2015 el sistema de fenotipado fue modificado con el objetivo de 
aprovechar al máximo los indicadores de maduración que varían a lo largo del proceso y no 
basar la caracterización de las familias de mutantes en el análisis del fruto una vez 
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cosechado. Para ello incluimos el viraje del color externo del fruto de verde a amarillo 
medido en días después de la polinización como testigo del proceso de maduración. Según 
nuestras observaciones durante la campaña de 2014, el cambio de color podría ser una 
medida más precisa que la dehiscencia ya que hubo frutos maduros que permanecieron 
unidos a la planta durante mucho tiempo después del viraje mientras que en otros casos 
ambos eventos fueron casi simultáneos. Además, la línea control “Charentais Mono” no 
siempre fue dehiscente en nuestras condiciones de cultivo por lo que creemos que este 
parámetro no es fiable como medida del fenotipo. Por último, muchos melones ya 
maduros pero no dehiscentes comenzaron a sobremadurar en la planta favoreciendo las 
infecciones fúngicas y comprometiendo las condiciones fitosanitarias del invernadero.  
 
En el verano de 2015 fueron analizadas seis familias de mutantes que mostraron las 
mayores diferencias entre frutos W y M en la temporada anterior: 246, 432, 4933, 3717, 
2503 y 502, utilizando de nuevo el parental “Charentais Mono” como control. Se 
obtuvieron entre 7 y 18 individuos homocigotos (tanto W como M) para cada una de las 
familias, que fueron cultivados y genotipados como en el año 2014, y fenotipadas como se 
ha descrito anteriormente. Todos los datos genotípicos y fenotípicos de la campaña 2015 se 
encuentran en la Tabla A.3.4.2 del Anexo. De nuevo observamos la presencia de un hongo 
que afectó al 35% de los frutos, siendo las más afectadas las familias 4933 (56%), 3717 
(78%) y 2503 (60%) (Tabla 4.3.3). La infección se manifestó después del viraje de color 
permitiendo el fenotipado de todas las familias para este carácter.  
 
Utilizando el tiempo entre polinización y cambio de color, encontramos diferencias 
significativas entre frutos W y M en dos familias: 246 (p-valor = 4,4x10-8) y 432 (p-valor = 
1,6x10-6) (Figura 4.3.5). En la familia 246 los frutos M tardaron en promedio 7,2 días más 
en virar de verde a amarillo respecto a los frutos W, y en la familia 432 esta diferencia fue 
de 5,6 días, tal y como se describe en la Tabla 4.3.3. En la misma tabla se puede comprobar 
como para el resto de las familias la diferencia M-W fue menor a los 3 días. Cabe destacar 
la uniformidad en la maduración de los frutos, que se refleja en una baja desviación 
estándar entre los individuos del mismo genotipo y familia (máximo 2,6 días en los frutos 
M de la familia 4933). Para estudiar las diferencias en el cambio de color entre cada familia 
y el parental se realizó una prueba de Dunnett utilizando “Charentais Mono” como control. 
Las diferencias respecto al parental fueron muy reducidas en los frutos W y solamente los 
frutos sin mutar familia de la 3717 resultaron estadísticamente distintos del control con una 
diferencia de 2,4 días (p-valor < 0,05). Del mismo modo, los frutos M de esta misma 
familia también se diferenciaron estadísticamente del parental por un tiempo muy similar: 
2,7 días (p-valor < 0,05). Del resto de familias, las mayores diferencias fueron 7,6 días 
(familia 246) y 4,4 días (familia 432), siendo ambas estadísticamente diferentes del parental 
(p-valor < 0,001 en las dos). Por último cabe destacar la familia 502 que, aunque la 
diferencia entre los frutos W y M no es estadísticamente significativa, sí lo es la diferencia 
entre los frutos M y el parental (p-valor < 0,05). Respecto al tiempo de dehiscencia, se 
observa un aumento entre frutos W y M en algunas familias como 246, 432 y 502, aunque 
también hay una alta desviación estándar que llega a alcanzar casi los 15 días (Tabla 4.3.3). 
Utilizando los datos recogidos para este carácter fenotípico en la temporada 2015 no 
encontramos diferencias significativas ni dentro de las familias ni entre las familias y el 
parental. 
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Figura 4.3.5: Diferencias fenotípicas en las familias M2 durante la temporada de 
2015. Se representan los días transcurridos entre la polinización y el viraje de color (DAP) 
por familia. W: homocigoto para el alelo no mutado (rojo); M: homocigoto para el alelo 
mutado (verde); y H: heterocigoto (azul). Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas entre los genotipos indicados por la llave según una prueba t 
de Student.  
Nivel de significación: ***: p-valor < 0,001.  
 
4.3.4. Discusión 
 
Durante el cribado de la población “Charentais Mono” se han encontrado mutaciones en la 
secuencia del gen candidato con una frecuencia de 1/630 Kb, que es muy similar a las 
descritas anteriormente en esta población: 1/573 Kb (Dahmani-Mardas et al. 2010) y 1/401 
Kb (Gonzalez et al. 2011). Tal y como se discutirá más adelante, la población de TILLING 
utilizada en este capítulo ya había sido utilizada para buscar mutaciones en este mismo gen, 
encontrándose 9 mutantes (frecuencia 1/468 Kb). A modo de comparación, en la 
población de TILLING desarrollada a partir de la variedad PS la frecuencia fue de 1/1,5 
Mb, aproximadamente 3 veces inferior (Gonzalez et al. 2011).  
 
Uno de los problemas al que nos enfrentamos durante la caracterización de los mutantes en 
la temporada 2014 fue el método de fenotipado, basado en la experiencia previa adquirida 
durante el clonaje posicional de eth6.3, que consistió en medir el tiempo entre la 
polinización y la dehiscencia. Aunque fuimos capaces de observar diferencias entre frutos 
M y W durante la maduración, este marcador fenotípico no era representativo del proceso 
de maduración y las mediciones no fueron consistentes ni fiables. Además, cabe destacar 
que en nuestras condiciones de cultivo los frutos del parental “Charentais Mono” no 
siempre fueron dehiscentes haciendo de la dehiscencia un mal carácter fenotípico. Por 
tanto, en la temporada 2015 utilizamos el tiempo transcurrido entre la polinización y el 
viraje de color como parámetro representativo del proceso, detectando diferencias entre 
frutos M y W en dos familias (Figura 4.3.5). Mediciones de la producción de etileno en una 
colección de RILs procedentes del cruzamiento PS x “Védrantais” indican que el viraje de 
color externo tiene lugar durante los tres días siguientes al pico de la hormona de forma 
consistente y que la dehiscencia puede estar desligada de la producción de etileno (Pereira 
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et al., sin publicar), tal y como había sido observado anteriormente en una población del 
mismo tipo pero con distintos parentales (“Védrantais” x SC, Perin et al. 2002a) Por tanto, 
creemos que el cambio de color externo es un marcador fenotípico más apropiado para 
representar la maduración del fruto que la dehiscencia, ya que responde rápidamente a la 
producción del pico de etileno. 
 
Además de por el método de fenotipado utilizado, la temporada 2014 estuvo marcada por 
una infección fúngica que afectó a una parte importante de la población (34% de los frutos) 
que el personal encargado del invernadero no pudo identificar ni tratar adecuadamente. 
Según lo que pudimos observar, la infección comenzaba en el interior de los frutos 
maduros y se iba extendiendo hacia fuera, de forma que cuando los primeros síntomas 
fueron visibles en el exterior, el interior ya mostraba un excesivo reblandecimiento y un 
desagradable olor. En la temporada 2015 la infección alcanzó un porcentaje similar (35%) 
pero en este caso todos los frutos ya habían virado de color y pudieron ser fenotipados. 
 
A pesar de que el tiempo de dehiscencia no fue un marcador fenotípico adecuado para la 
caracterización de los mutantes, en la temporada 2014 dos familias mostraron diferencias 
significativas entre frutos M y W: 246 y 502. El número de réplicas fue muy bajo (entre 2 y 
5 por genotipo y familia) y los resultados no fueron reproducibles al año siguiente 
utilizando la dehiscencia como parámetro. En la temporada 2015 y utilizando el tiempo de 
viraje del color externo del fruto encontramos diferencias significativas entre frutos M y W 
de las familias 246 y 432. Además los frutos M también son estadísticamente distintos al 
parental de la población “Charentais Mono” mientras que los W no lo son, indicando que 
las diferencias observadas se deben a la mutación en el gen candidato y no al fondo 
genético de las dos familias. El efecto de las sustituciones aminoacídicas que provocan estas 
mutaciones (E59K la familia 246 y P129L la familia 432) ha sido predicho como deletéreo 
ya que afecta a dos aminoácidos muy conservados dentro de los subdominios D y E, 
respectivamente, del dominio NAC de MELO3C016540. Estos dos subdominios son muy 
importantes para un factor de transcripción ya que contienen el dominio de unión a DNA 
y secuencias putativas de localización nuclear (Puranik et al. 2012), por lo que la mutación 
P129L, que afecta a una prolina que está presente en 35 de las 37 proteínas NAC del 
alineamiento de la Figura 4.3.3 es especialmente interesante. 
 
Debido a su homología con el factor de transcripción SlNAC-NOR de tomate (ver cap. 
4.2) se buscaron mutantes en MELO3C016540 en esta misma población de TILLING 
entre los años 2007-2010 en el contexto del proyecto MELRIP (“Understanding the 
climacteric vs non-climacteric fruit ripening mechanisms in melon using transcriptomic, 
metabolomic and reverse genetic approaches”) para estudiar su posible implicación en la 
maduración del fruto. De las nueve familias de mutantes detectadas (Dahmani-Mardas et al. 
2010) se fenotiparon cuatro con mutaciones sin sentido entre las que se encontraban las 
familias 246, 2923 y 2503 identificadas y estudiadas en este capítulo. De las cuatro familias 
analizadas, los frutos M de la familia 246 mostraron un retraso significativo en el tiempo de 
maduración respecto al control sin mutar en cuatro localizaciones independientes, pero 
estos resultados no fueron incluidos en la publicación en la que se describe la población, 
que se centra en los mutantes en el gen CmACO1 (Dahmani-Mardas et al. 2010).  
 
Finalmente, por las razones anteriormente expuestas creemos que los resultados de la 
caracterización fenotípica de las familias 246 y 432 confirman que MELO3C016540 es el 
gen responsable del QTL eth6.3. El retraso en el viraje de color en los frutos M de las 
respecto a los frutos W y respecto al parental “Charentais Mono” sugiere una alteración en 
la maduración climatérica. Dado que el cambio de color es un proceso íntimamente ligado 
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a la biosíntesis de etileno, es probable que las diferencias observadas en estas familias se 
deban a cambios en la regulación de esta hormona que provocarían un retraso o una 
reducción en su biosíntesis. Sin embargo, tal y como hemos podido experimentar, es muy 
importante contar con un buen método de fenotipado y unas condiciones de cultivo 
óptimas para el estudio de un carácter complejo como la maduración del fruto. 
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4.4. Validación del gen candidato para eth6.3 por RNAi. 
 
4.4.1. Introducción. 
 
En el capítulo anterior, después de la selección del gen MELO3C016540 como candidato 
para el QTL eth6.3, utilizamos una colección de mutantes TILLING como primera 
estrategia para su validación funcional. Este capítulo es el comienzo de una segunda 
aproximación a su validación mediante silenciamiento génico que tiene como objetivo 
complementar los resultados obtenidos mediante el estudio de las familias de mutantes 
TILLING. Las dos estrategias de validación utilizadas en este proyecto de tesis pertenecen 
al conjunto de técnicas de genética inversa pero, al contrario del TILLING, la aplicación 
del silenciamiento génico precisa de transformación genética. 
 
El silenciamiento génico mediado por RNA, también denominado silenciamiento génico 
post-transcripcional o RNA interferente (RNAi), consiste en la degradación específica de 
un mRNA mediante el uso de moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA) (Figura 4.4.1). 
Cuando una molécula de dsRNA se forma en la célula, es reconocida por proteínas Dicer, 
que la fragmentan en trozos de aproximadamente 22 bp denominados siRNA (“small 
interfering RNA”). Estos fragmentos son incorporados en complejos RISC (“RNAi 
Silencing Complex”) que degradan aquellos mRNA que son complementarios al siRNA 
que está asociado con el complejo (Bernstein et al. 2001). La formación de dsRNA ocurre 
de forma natural en la mayoría de organismos eucariotas y el RNA interferente constituye 
un mecanismo de defensa frente a infecciones víricas y transposones (Waterhouse et al. 
2001; Baulcombe 2004). Sin embargo, esta maquinaria celular puede ser utilizada en 
genómica para el estudio de la función génica induciendo la formación de dsRNA 
complementarios al gen de interés, que es silenciado de forma específica y que permite 
estudiar posteriormente las alteraciones en el fenotipo (Baulcombe 1999).  
 
Uno de los métodos más utilizados históricamente para inducir la formación de dsRNA es 
a través de la producción de plantas transgénicas que expresen la secuencia completa del 
gen en antisentido para que la hibridación con su tránscrito forme una molécula de doble 
cadena. Un estudio de este tipo relevante por su relación con la maduración del fruto es el 
silenciamiento del gen CmACO1 en variedades climatéricas del grupo cantalupensis (Ayub et 
al. 1996). Los autores detectaron una disminución en la producción de la hormona en las 
líneas que silenciaban este gen, implicado en la síntesis de etileno, que fueron caracterizadas 
fenotípicamente permitiendo el estudio el tipo de regulación (dependiente o independiente 
de etileno) de los procesos de maduración en melón. En estas líneas transgénicas se 
observó una atenuación del componente climatérico (dependiente de etileno) como el 
cambio de color externo, el reblandecimiento de la pulpa y la producción de compuestos 
tipo éster aromáticos (Ayub et al. 1996; Guis et al. 1997; Bauchot et al. 1998). 
 
Otro método para inducir el silenciamiento génico muy utilizado actualmente es la 
introducción en la célula vegetal de un transgén que exprese una molécula de RNA con 
regiones complementarias que hibridan entre sí formando una pequeña horquilla de RNA 
(hpRNA, Waterhouse et al. 1998). Las horquillas de RNA tienen una estructura tallo-bucle, 
siendo el tallo la región de doble cadena formada por las secuencias complementarias y el 
bucle la región de cadena simple que las separa. Al producirse la integración del transgén en 
el genoma de la planta, el silenciamiento es estable, heredable y específico. Sus principales 
desventajas son el silenciamiento no deseado de otros genes, especialmente en el caso de 
familias génicas con alta homología, y la gran variabilidad en el grado de silenciamiento que, 
sin embargo, permite estudiar el rango de efectos fenotípicos que producen los diferentes 
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niveles de expresión del gen de interés (Wesley et al. 2001; Jackson & Linsley 2004). En 
plantas, las horquillas de RNA has sido aplicadas en el silenciamiento de una gran variedad 
de genes en especies como Arabidopsis, tabaco, algodón, tomate y arroz, entre otras 
(Waterhouse & Helliwell 2003; Meli et al. 2010; Ali et al. 2013; Xie et al. 2014) y se han 
desarrollado herramientas genéticas, como el vector pKANNIBAL, para facilitar su 
construcción y manipulación (Wesley et al. 2001). En melón, el uso de hpRNA como 
inductor de silenciamiento génico se reduce al trabajo de (Rodriguez-Hernandez et al. 2012) 
sobre la implicación del gen Cm-eIF4E en la resistencia a diversos virus y en el que 
describen un silenciamiento eficiente y específico en todas las plantas transformadas. 
 

 
Figura 4.4.1: Modelo de silenciamiento génico mediado por RNA en plantas. Una 
horquilla de RNA (hpRNA) contiene una región de doble cadena (dsRNA) que es 
reconocida por proteínas Dicer, que la fragmentan en moléculas de 22 bp denominadas 
siRNA (“small interfering RNA”). Los complejos RISC (“RNAi silencing complex”) 
incorporan moléculas siRNA que guían la degradación de mRNA de secuencia 
complementaria, silenciando el gen objetivo. Modificado de Waterhouse and Helliwell 
(2003). 
 
Este capítulo tiene como objetivo proveer de las herramientas necesarias para validar la 
implicación de MELO3C016540 en la maduración climatérica de melón mediante la 
construcción de un hpRNA diseñado específicamente para su silenciamiento. El proceso 
de construcción puede ser dividido en dos fases: (1) el diseño y construcción del hpRNA y 
(2) la preparación del vector binario y transformación de Agrobacterium. Las construcciones 
obtenidas en este capítulo podrán ser utilizadas en la transformación de la línea climatérica 
GF40, portadora de alelos de SC en homocigosis del QTL eth6.3, para evaluar cómo el 
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grado de silenciamiento del gen candidato afecta al fenotipo climatérico. Aunque queda ya 
fuera de los objetivos de este trabajo, en proyectos futuros estas construcciones también 
podrían ser utilizadas en la línea GF31 (con eth6.3 y también eth3.5) para estudiar la 
interacción entre ambos QTLs. 
 
4.4.2. Diseño y construcción del hpRNA. 
 
Tal y como se describió en el apartado 4.2.2 de esta tesis, MELO3C016540 pertenece a la 
familia NAC de factores de transcripción de melón de la que encontramos 81 genes (92 
tránscritos putativos anotados) en el genoma de referencia. Dado el gran tamaño de la 
familia y la implicación de sus miembros en una gran variedad de procesos fisiológicos, es 
muy importante conseguir un silenciamiento lo más específico posible a través del diseño 
cuidadoso del hpRNA. Como el silenciamiento se hace a nivel de mRNA, exploramos la 
homología de las 92 tránscritos putativos de la familia a través de un alineamiento múltiple 
de secuencias, calculando el porcentaje de conservación de cada base respecto al resto de 
tránscritos. Los dos primeros exones, que codifican el dominio NAC, están altamente 
conservados así como los 100 bp anteriores al codón de inicio (en la región del 5‟-UTR) 
mientras que el tercer exón presenta una conservación baja que va disminuyendo 
progresivamente hasta el final de la secuencia (Figura 4.4.2). Con una conservación 
promedio del 25%, los últimos 700 nucleótidos del tránscrito de MELO3C016540 son los 
más variables respecto al resto de miembros de la familia por lo que dirigimos el 
silenciamiento génico hacia una región de 200 bp entre las posiciones 1.003 y 1.203 del 
mRNA a la que denominamos 200-NAC. Mediante BLAST comprobamos que la secuencia 
es específica de nuestro gen candidato, pero que pequeñas fracciones de hasta 23 bp 
presentan homología con otras regiones del genoma de referencia (Tabla 4.4.1). La mayoría 
son zonas no codificantes y ninguno de los dos genes que presentan cierta homología de 
secuencia está anotado como miembro de la familia NAC, por lo que consideramos que 
esta región es óptima como diana de silenciamiento.  

Figura 4.4.2: Selección de la diana de silenciamiento 200-NAC según la 
conservación de MELO3C016540 respecto a la familia NAC de melón. Se representa 
la conservación por nucleótido del mRNA obtenida a través del alineamiento múltiple de 
las secuencias de las 92 isoformas pertenecientes a la familia NAC de melón, realizado con 
ClustalO. Conservación calculada con Jalview. La zona señalada con la horquilla representa 
el fragmento seleccionado como diana de silenciamiento (200-NAC). 

200-NAC
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Tabla 4.4.1: Regiones homólogas a la diana de silenciamiento 200-NAC en el 
genoma del melón. Resultados obtenidos mediante Blast 2.0.10 en Bioedit utilizando la 
versión 3.5.1 del genoma de referencia. Cr.: cromosoma. 
 

Localización 
Posición 

inicio (bp) 
Posición final 

(bp) 
Nº bases 

Homología 
(%) 

P-valor Gen 

Cr. 6 26.987.627 26.987.826 200 100 2x10-109 MELO3C016540 

Cr. 8 18.238.244 18.238.263 20 100 0,061 - 

Cr. 5 16.332.222 16.332.241 20 100 0,061 - 

Cr. 6 4.207.761 4.207.783 23 95,6 0,24 - 

Cr. 9 23.278.595 23.278.617 23 95,6 0,24 - 

Cr. 7 21.141.086 21.141.108 23 95,6 0,24 - 

Cr. 4 10.655.325 10.655.347 23 95,6 0,24 - 

Cr. 6 35.691.607 35.691.624 18 100 0,95 MELO3C013723 

Cr. 6 17.489.374 17.489.391 18 100 0,95 - 

Cr. 6 9.101.168 9.101.185 18 100 0,95 - 

Cr. 5 16.716.112 16.716.129 18 100 0,95 - 

Cr. 5 9.615.555 9.615.572 18 100 0,95 - 

Cr. 9 9.315.523 9.315.540 18 100 0,95 - 

Cr. 4 1.910.991 1.911.008 18 100 0,95 - 

Cr. 12 10.863.841 10.863.858 18 100 0,95 - 

Cr. 10 1.803.971 1.803.988 18 100 0,95 - 

Cr. 3 5.919.832 5.919.849 18 100 0,95 - 

Cr. 3 138.987 139.004 18 100 0,95 MELO3C008073 

Cr. 2 21.369.716 21.369.733 18 100 0,95 - 

 
La primera fase de la construcción de la horquilla de RNA consistió en la inserción del 
fragmento 200-NAC en forma de repetición invertida a ambos lados de un intrón pdk en el 
plásmido pKANNIBAL (Wesley et al. 2001, Figura 4.4.3a). Mientras que las dos copias 
invertidas del 200-NAC formarán el tallo de la horquilla, el intrón tiene como principal 
función formar el bucle. El casete de expresión se completa con un promotor (CaMV 35S 
en este caso) y un terminador (ocs) específicos de plantas que harán que el hpRNA se 
exprese de forma constitutiva. El vector pKANNIBAL contiene dos “polylinker” que 
flanquean el intrón pdk diseñados para facilitar la inserción en repetición invertida de 
cualquier secuencia mediante la digestión con dos combinaciones de enzimas de restricción: 
EcoRI/KpnI y XbaI/HindIII. Diseñamos dos “primers” (HP-2F y HP-2R) para utilizar este 
sistema añadiendo a la secuencia 200-NAC las dianas de restricción necesarias para el 
clonaje (XbaI y EcoRI en el extremo 5‟ y KpnI y HindIII en el 3‟) durante su amplificación 
por PCR (Figura 4.4.4). Las secuencias de todos los “primers” utilizados en este capítulo 
pueden ser consultadas en la Tabla 3.5 del capítulo Material y Métodos. Tras comprobar la 
especificidad de los “primers” y poner a punto las condiciones de PCR se llevaron a cabo 
varias reacciones con el fin de asegurar cantidad suficiente de inserto para el proceso de 
clonaje. 
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Figura 4.4.3: Mapas de los plásmidos utilizados en el silenciamiento del gen 
MELO3C016540. Figuras generadas con Vector NTI (v.11). Las flechas de color azul 
representan el fragmento 200-NAC, las flechas de color naranja oscuro y claro indican 
promotores y secuencias codificantes respectivamente, los arcos azules indican intrones 
(pdk) o terminadores (ocs) y las líneas azules perpendiculares al círculo indican dianas de 
restricción, orígenes de replicación (RK2, ColE1) o “left and right borders”. a) 
pKANNIBAL (Wesley et al. 2001). b) pKan-HP, con las repeticiones invertidas de 200-
NAC. c) pART27 (Gleave 1992). d) Plásmido pART27-HP, con el casete de expresión del 
hpRNA.  
 

 
Figura 4.4.4: Localización de la diana de silenciamiento 200-NAC en el gen 
MELO3C016540. La horquilla muestra la región 200-NAC respecto a las diferentes 
regiones del gen diferenciadas por colores tal y como se representa en la figura 4.4.1. Las 
flechas de color negro representan los “primers” HP-2F y HP-2R que añaden al fragmento 
200-NAC (flecha azul) las dianas de restricción indicadas mediante PCR.  
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Comenzamos la construcción del hpRNA con la inserción de 200-NAC en sentido 5‟-3‟ 
digiriendo el producto de PCR y una alícuota del vector pKANNIBAL con las enzimas 
EcoRI y KpnI, ligando posteriormente ambos fragmentos y transformando E. coli (cepa 
JM109) con el producto de ligación. Se seleccionaron dos colonias con la construcción 
(A35 y A37), denominada pKan-200-NAC, mediante PCR de colonias con los “primers” 
35S-F y HP-2R. Tras la extracción del plásmido mediante minipreparación fue verificado a 
través de su secuenciación con el “primer” 35S-F y su digestión con las mismas enzimas 
utilizadas en el clonaje (EcoRI y KpnI) que liberaron un fragmento correspondiente al 
inserto (Figura 4.4.5a). La inserción de la copia invertida de 200-NAC se realizó siguiendo 
el mismo procedimiento que para la primera, pero utilizando la combinación de enzimas de 
restricción XbaI/HindIII para digerir tanto el producto de PCR como el vector 
pKan-200-NAC procedente de la colonia A35. En esta ocasión se seleccionaron mediante 
PCR de colonias con los “primers” int-4F y HP-2F cuatro colonias positivas (A21, A22, 
A61 y A62) con la construcción completa a la que denominamos pKan-HP (Figura 4.4.3b). 
De nuevo, los plásmidos extraídos mediante minipreparación fueron verificados por 
secuenciación con los “primers” indicados en la Tabla 3.5 y por digestión con las enzimas 
XbaI/HindIII, que liberaron el inserto (Figura 4.4.5b). Tras la confirmación, las cuatro 
colonias con la construcción pKan-HP fueron cultivadas de nuevo para su conservación 
mediante glicerinado a -80ºC. 
 

 
Figura 4.4.5: Verificación de las construcciones pKan-200-NAC, pKan-HP y 
pART27-HP mediante digestión enzimática. Las enzimas utilizadas para digerir cada 
vector se indican entre paréntesis. Marcadores de tamaño: lambda digerido con EcoRI y 
HindIII; 50-1.500 bp DNA Ladder (Promega, Madison, USA). a) La digestión del vector 
pKan-200-NAC con las enzimas EcoRI y KpnI dio como resultado dos fragmentos 
correspondientes al vector pKANNIBAL (1) y al inserto 200-NAC (2). b) Los dos 
fragmentos obtenidos mediante digestión con XbaI y HindIII del vector pKan-HP se 
corresponden con el vector pKan-200-NAC (1) y con la segunda inserción de 200-NAC 
(2). c) Comprobación del vector pART27-HP mediante la digestión con NotI obteniendo 
dos bandas correspondientes al vector vacío pART27 (1) y al casete de expresión (2).  
 

c)b)

a)
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4.4.3. Preparación del vector binario y transformación de Agrobacterium. 
 
Una vez insertadas las repeticiones invertidas de 200-NAC bajo el control del promotor 
CaMV 35S en el vector pKANNIBAL (pKan-HP), la segunda fase de la construcción del 
hpRNA consistió en la transferencia del casete de expresión a un vector binario con las 
regiones fundamentales para el proceso de transformación mediante Agrobacterium como 
orígenes de replicación, genes de selección, genes “reporter” y los bordes flanqueantes del 
T-DNA derecho e izquierdo (“right and left borders”). Para facilitar este proceso, 
pKANNIBAL puede ser digerido con la enzima NotI, que corta justo antes del promotor y 
después del terminador liberando el casete de expresión para que sea insertado en otro 
vector que contenga una diana de restricción NotI en la región T-DNA. Un vector que 
cumple con este requisito es pART27 (Gleave 1992, Figura 4.4.3c), que además contiene el 
gen “reporter” LacZ para simplificar la selección de colonias transformantes. Una alícuota 
de pKan-HP procedente de la colonia A62 fue digerida con NotI y el casete de expresión 
(con un tamaño de 3.366 bp) fue separado del resto del vector (3.882 bp) mediante 
electroforesis y después recuperado del gel de agarosa. El vector pART27 linealizado por 
NotI fue tratado con fosfatasa alcalina, que desfosforila los nucleótidos situados en los 
extremos 5‟ impidiendo su recircularización. Ambos fragmentos fueron ligados e 
introducidos en E. coli, y mediante PCR de colonias con los “primers” OCS-F y pARTlac-
3R se seleccionaron tres colonias positivas (2, 10 y 22) de las que se obtuvo el vector 
binario con el casete de expresión, pART27-HP (Figura 4.4.3d), mediante minipreparación. 
Se comprobaron las construcciones mediante digestión con NotI (Figura 4.4.5c) pero 
solamente pudo ser verificado el plásmido de la colonia 10 mediante secuenciación con los 
“primers” indicados en la Tabla 3.5. Las otras dos colonias no pudieron ser amplificadas y 
secuenciadas, por lo que fueron descartadas. Por último, se conservó una alícuota de la 
colonia positiva mediante glicerinado a -80ºC. 
  
Finalmente se transformó Agrobacterium cepa AGL0 con la construcción pART27-HP 
procedente de la colonia 10, obteniéndose una gran cantidad de colonias tras 72 horas de 
incubación en medio de selección. Se eligieron tres colonias al azar, de las cuales en dos 
(10.2 y 10.3) se confirmó la presencia del vector pART27-HP mediante PCR con los 
“primers” OCS-F y pARTlac-3R. Por último, las colonias 10.2 y 10.3 fueron conservadas 
mediante glicerinado a -80ºC hasta su utilización. 
 
4.4.4. Discusión 
 
Los resultados obtenidos en este capítulo representan comienzo de una segunda 
aproximación para la verificación del gen MELO3C016540 como responsable del fenotipo 
climatérico en las líneas de melón portadoras del QTL eth6.3 mediante el uso del 
silenciamiento génico. La transformación genética de melón es posible desde hace tiempo 
pero es todavía una herramienta muy poco utilizada debido a la baja eficiencia de 
transformación y regeneración en esta especie (Dong et al. 1991; Ayub et al. 1996; 
Bezirganoglu et al. 2014). Pese a estas dificultades, las construcción pART27-HP ya está 
siendo utilizada con éxito en la transformación de la línea GF40 (con eth6.3) y se espera que 
durante el año 2016 se pueda realizar la primera caracterización fenotípica de frutos 
procedentes de plantas transgénicas (J. Argyris, comunicación personal). La construcción 
pART27-HP también podría ser utilizada para la transformación genética de la línea GF31 
(con eth3.5 y eth6.3) que también presenta un fenotipo claramente climatérico y más intenso 
que GF40 por el efecto aditivo de los dos QTLs (Vegas et al. 2013). 
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A causa varios factores, entre los que se encuentran la estructura del hpRNA y el lugar de 
inserción del casete de expresión en el genoma, cada planta transgénica muestra un grado 
diferente de silenciamiento (Waterhouse & Helliwell 2003). En Arabidopsis han sido 
descritas disminuciones del mRNA objetivo de entre el 70 y el 100% (Wesley et al. 2001; 
Helliwell et al. 2002) siendo en algunos casos las líneas de silenciamiento equivalentes 
fenotípicamente a mutantes con el alelo nulo del gen (Stoutjesdijk et al. 2002). Utilizando 
una construcción muy parecida a la de este capítulo se han conseguido en melón unos 
grados de silenciamiento de alrededor del 85% para el gen Cm-eIF4E (Rodriguez-
Hernandez et al. 2012).  
 
En las líneas GF40 transgénicas se espera encontrar un efecto sobre la maduración del 
fruto derivado del silenciamiento de MELO3C016540 como una disminución o inhibición 
completa de la síntesis de etileno y de todos los procesos relacionados con la maduración 
climatérica del fruto de melón (como el desarrollo de una capa de abscisión, el cambio de 
color externo, la producción de aromas y gran parte del reblandecimiento de la pulpa). Los 
diferentes grados de silenciamiento del gen MELO3C016540 que se podrían obtener 
servirían para estudiar el efecto de distintos niveles de expresión sobre la maduración del 
fruto. El único trabajo similar realizado en melón es el silenciamiento de CmACO1 en la 
variedad climatérica “Védrantais” mediante una aproximación por antisentido, que redujo 
la síntesis de etileno en un 99% respecto al control y mostró una inhibición del 
componente climatérico de la maduración (Ayub et al. 1996). 
 
La secuenciación del genoma (Garcia-Mas et al. 2012) ha facilitado mucho el diseño de 
marcadores moleculares y mapas genéticos, lo que se ha traducido en un aumento en el 
número genes mayores clonados desde su publicación (Cohen et al. 2014; Boualem et al. 
2015; Feder et al. 2015; Tzuri et al. 2015), pero en ninguno de ellos se ha utilizado la 
transformación genética como método de validación. Por tanto, con el desarrollo y la 
aplicación de la tecnología hpRNA en el estudio del gen MELO3C016540 no solo se 
pretende entender mejor su papel en la regulación de la maduración climatérica sino 
también demostrar la importancia de disponer de un protocolo eficiente de transformación 
genética en melón. 
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4.5. Estudio transcriptómico de la maduración del fruto. 
 
4.5.1. Introducción 
 
En el último capítulo de este trabajo de tesis se profundiza en el estudio de la maduración 
del fruto de melón de la línea SC3-5-1 desde un punto de vista transcriptómico como 
complemento a la aproximación genética llevada a cabo en los capítulos anteriores. 
 
El estudio del transcriptoma puede ser muy importante para llegar a entender los 
fundamentos de procesos complejos y altamente regulados como el desarrollo y la 
maduración del fruto. Históricamente, las micromatrices de DNA (“microarrays”) han sido 
las más utilizadas, pero en los últimos años la secuenciación masiva del mRNA (RNA-Seq) 
está desplazando a las micromatrices debido a sus ventajas sobre las herramientas basadas 
en hibridación y al abaratamiento de la secuenciación de alto rendimiento (Wang et al. 
2009). En tomate, la especie modelo para la maduración del fruto, se han utilizado tanto 
micromatrices como RNA-Seq para estudiar mutantes como Nr (“never ripe”, Alba et al. 
2005) y rin (“ripening inhibitor”, Fujisawa et al. 2012; Kumar et al. 2012), y para caracterizar 
la regulación ejercida por factores de transcripción como LeAP2a, TAGL1 y LeERF6 
sobre los procesos de maduración (Karlova et al. 2011; Bemer et al. 2012; Lee et al. 2012); 
respectivamente). Durante los últimos años también se han realizado este tipo de estudios 
en especies no modelo como la naranja (Liu et al. 2009a; Yu et al. 2012; Wu et al. 2014), el 
melocotonero (Trainotti et al. 2006; Ziliotto et al. 2008), la vid (Zenoni et al. 2010; 
Sweetman et al. 2012) y en cucurbitáceas como la sandía (Grassi et al. 2013) y el pepino 
(Ando et al. 2012). En el primer estudio transcriptómico de la maduración de fruto 
mediante RNA-Seq llevado a cabo en melón se estudió la expresión de genes implicados en 
la síntesis de etileno, la producción de aromas, la acumulación de azúcares y el 
reblandecimiento de la pulpa en frutos maduros e inmaduros de la variedad climatérica 
“Dulce” (Dai et al. 2011; Portnoy et al. 2011). Otro proceso relacionado con la maduración 
del fruto que ha sido estudiado mediante RNA-seq es la formación de la capa de abscisión 
en variedades climatéricas (Corbacho et al. 2013). También se han abordado desde un 
punto de vista global las relaciones entre dulzor, color y aroma durante la maduración del 
fruto utilizando datos tanto metabolómicos como transcriptómicos en una población de 
RILs “Dulce” x PI 414723 (tipo momordica) (Freilich et al. 2015). Por último, un trabajo 
especialmente relevante para esta tesis doctoral es el realizado por Saladié y colaboradores 
(2015) en el que se estudia el transcriptoma de frutos en diversos puntos de desarrollo de 
las variedades climatéricas “Dulce” y “Védrantais” junto con las no climatéricas PS y SC 
usando una micromatriz. Es el primer trabajo en comparar ambos tipos de maduración a 
nivel transcriptómico y en él se relacionan los cambios de expresión con los cambios en la 
producción de etileno, niveles de azúcares, contenido en carotenoides y firmeza de la pulpa, 
aunque solamente el 38% de los genes anotados en el genoma del melón estaban 
representados en la micromatriz. 
 
En este capítulo de tesis se continúa con el trabajo comenzado por el Dr. Juan Vegas al 
final de su tesis doctoral (Vegas 2014), que consiste en el estudio de la maduración del fruto 
mediante RNA-Seq entre las líneas PS y SC3-5-1 (NIL climatérica con alelos de SC en 
homocigosis para los QTL eth3.5 y eth6.3, equivalente a la línea GF31 utilizada en el cap. 4.1 
como control de fenotipado). Tras cultivar y cosechar frutos de las dos líneas por triplicado 
entre los 15 días tras la polinización (DAP) hasta el punto de cosecha (H, 55 días para PS y 
abscisión para SC3-5-1, que en esa temporada fue 35 días) durante el verano de 2011, se 
determinaron los puntos a secuenciar estimando los niveles de expresión mediante PCR 
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semicuantitativa del gen CmACO1, clave para la biosíntesis de etileno, como indicador del 
inicio del proceso de maduración. Los resultados (Figura 4.5.1) indicaron que CmACO1 
apenas se expresa en PS mientras que en SC3-5-1 se observa una expresión fuerte hacia el 
final de la maduración. Por tanto se estableció 25 DAP como el punto límite anterior al 
comienzo de la maduración en ambas líneas y H como el punto en el que el fruto ya está 
maduro (Figura 4.5.2). Tras la purificación de mRNA a partir de la pulpa de fruto en los 
dos tiempos seleccionados (25 DAP y H), se realizaron dos carreras de secuenciación 454 
en el Servicio de Secuenciación Masiva del CRAG. El trabajo llevado a cabo en este 
capítulo continúa a partir de este punto, desde la recepción de los archivos de lecturas de 
las genotecas de cDNA hasta la caracterización de los genes diferencialmente expresados y 
el estudio de su implicación en procesos relacionados con la maduración del fruto de 
melón.  

Figura 4.5.1: Cuantificación por PCR semicuantitativa de la expresión de CmACO1 
en pulpa de fruto de las líneas PS y SC3-5-1 en diferentes estadios de maduración. 
Los recuadros indican el producto de PCR detectado en el gel de agarosa al 2%. Se utiliza el 
gen CYCLOPHILIN7 (CmCYP7) como control. DAP: Días después de la polinización.  
Adaptado de Vegas (2014). 
 

PS

SC3-5-1

15 DAP 20 DAP 25 DAP* 30 DAP 35 DAP H*
III VI

III VI

 
 
Figura 4.5.2: Frutos en diferentes estadios de desarrollo y maduración de las líneas 
PS y SC3-5-1. A la izquierda se esquematiza el genotipo de cada línea mediante barras 
verticales (que representan los cromosomas III y VI) y cajas naranjas (que representan 
alelos en homocigosis de SC en los QTLs eth3.5 y eth6.3 respectivamente). DAP: días 
después de la polinización. H: punto de cosecha. 
*: Puntos seleccionados para la secuenciación masiva por 454-Roche. 
Adaptado de Vegas (2014).  
 
4.5.2. Estudio transcriptómico mediante secuenciación 454-Roche. 
 
Obtención y mapeado de las lecturas 
Como punto de partida del estudio transcriptómico mediante tecnología 454-Roche 
recibimos los archivos correspondientes a las lecturas de las genotecas de cDNA generadas 
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en las dos carreras de secuenciación realizadas por el Servicio de Secuenciación Masiva del 
CRAG. De forma rutinaria, este servicio aplica un primer filtro de calidad utilizando el 
software Newbler 2.6 según las indicaciones del fabricante para eliminar lecturas de muy 
baja calidad o muy cortas, y también para cortar las etiquetas MID utilizadas para 
identificar cada una de las 12 genotecas secuenciadas (2 genotipos x 2 tiempos x 3 réplicas 
biológicas). La nomenclatura utilizada en este capítulo para identificar las genotecas 
consiste en el nombre de la línea (PS o SC3-5-1) seguido por el punto de maduración 
(UNRIPE, 25 DAP) o RIPE (H) y finalmente el número de réplica biológica (R1, R2 y R3). 
Cuando se omite el número de réplica se hace referencia al conjunto de los triplicados. Tal 
y como se puede observar en la Figura 4.5.3 la segunda carrera tuvo un mejor rendimiento 
que la primera y el número de lecturas es relativamente uniforme entre las 12 genotecas. Sin 
embargo, la réplica R3 de la muestra PS|UNRIPE dio lugar a un bajo número de lecturas 
en ambas carreras, debido probablemente a algún problema durante la construcción de la 
genoteca. Dado que las dos carreras de secuenciación mostraban una clara correlación en el 
número de lecturas obtenidas para cada muestra (corr. 0,98) decidimos juntar ambos 
experimentos para dar mayor solidez a los análisis posteriores. De esta forma, el 
rendimiento total de las dos carreras de secuenciación fue de 1.501.695 lecturas repartidas 
entre 12 genotecas con un total de 415.654.707 nucleótidos. La longitud de las lecturas 
varió entre 18 y 943 bases con un promedio de 277. Las estadísticas de la secuenciación de 
las genotecas, agrupadas por triplicados, pueden consultarse en la Tabla 4.5.1. 
 

Figura 4.5.3: Rendimiento de la secuenciación por 454-Roche tras el filtrado inicial 
con Newbler 2.6. Número de lecturas obtenidas por genoteca en las dos carreras de 
secuenciación.  
 
Antes de comenzar con el mapeado de las lecturas contra el genoma de referencia de 
melón, realizamos un análisis exploratorio de la calidad de las lecturas y observamos que, a 
pesar de haber pasado el filtro de Newbler 2.6, algunas de ellas presentaban todavía 
regiones con valores de calidad muy deficientes (“Phred” por debajo de 20) y que la calidad 
de los nucleótidos tendía a disminuir hacia el final de las lecturas (de color azul en la Figura 
4.5.4). Como esto puede suponer un problema de cara a los siguientes pasos del análisis, 
llevamos a cabo un filtrado más exigente con el software Trimmomatic 0.33 con el que 
finalmente obtuvimos unas genotecas de mayor calidad (de color rojo en la Figura 4.5.4) a 
costa de descartar el 14% de lecturas (38% de nucleótidos) en promedio (Tabla 4.5.1). Tal y 
como puede observarse en las figuras 4.5.4 y 4.5.5, la longitud de las lecturas se vio alterada 
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por el segundo filtrado debido a que, como la calidad de los nucleótidos disminuye a lo 
largo de la lectura, muchas de ellas fueron acortadas durante el proceso.  
 
Tras el procesamiento de las genotecas, se realizó el mapeado utilizando HISAT 0.1.16 
tomando como referencia el genoma de melón v3.5.1 (Argyris et al. 2015b) y obteniendo 
una eficiencia de mapeado promedio del 77% respecto a las lecturas filtradas (Tabla 4.5.1). 
De todas las lecturas mapeadas,  la mayoría (83%) lo hicieron en regiones exónicas y tan 
solo un 5% y un 11% en regiones intrónicas e intergénicas, respectivamente. Cabe destacar 
la muestra PS|RIPE, cuya eficiencia de mapeado fue la más baja (65%) por lo que, a pesar 
de ser la segunda genoteca de mayor tamaño en cuanto a lecturas filtradas, el número de 
lecturas mapeadas en exones terminó siendo bajo (49% respecto al total de lecturas 
filtradas) si la comparamos con las otras tres muestras (entre 62 y 74%). 
 
Tabla 4.5.1: Resumen de secuenciación, filtrado, mapeo y expresión génica. Se 
indican el número total de lecturas obtenidas entre las dos carreras de secuenciación sin 
procesar y el rendimiento del filtrado por Trimmomatic y mapeado para cada una de las 
cuatro muestras (juntando triplicados) y para la suma de las 12 genotecas. La expresión 

génica indica el número de genes con al menos una lectura mapeada en dos de las tres 
réplicas. 
 
Página anterior: 
Figura 4.5.4: Efecto del filtrado con Trimmomatic 0.33 sobre la calidad de los 
nucleótidos a lo largo de las lecturas. La línea central indica la calidad promedio y la 

Genotecas sin procesar PS|Unripe PS|Ripe SC3-5-1|Unripe SC3-5-1|Ripe Total

Nº de lecturas 312.237 418.689 434.162 336.607 1.501.695

Nº de nucleótidos 86.091.523 108.240.929 128.169.978 93.152.277 415.654.707

Longitud media (bp) 276 259 295 277 277

Genotecas procesadas

Nº de lecturas (%) 262.059 (84%) 362.386 (87%) 377.776 (87%) 285.666 (85%) 1.287.887 (86%) 

Nº de lecturas (%) 51.156.720 (59%) 72.595.591 (67%) 78.079.079 (61%) 55.663.039 (60%) 257.494.429 (62%) 

Longitud media (bp) 195 200 207 195 200

Mapeado 

Nº de lecturas mapeadas (%) 196.451 (75%) 236.037 (65%) 308.854 (82%) 241.814 (85%) 983.156 (77%) 

De las cuales exónicas 162.923 (83%) 175.837 (74%) 263.592 (85%) 211.760 (88%) 814.112 (83%) 

De las cuales intrónicas 9.375 (5%) 11.213 (5%) 16.830 (5%) 11.882 (5%) 49.300 (5%) 

De las cuales intergénicas 21.229 (11%) 43.169 (18%) 24.915 (8%) 15.602 (6%) 104.915 (11%) 

Análisis de expresión 

Nº de genes expresados 7.410 7.417 8.821 7.921 10.861
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zona sombreada delimita los cuartiles 1º y 3º. En rojo se representan las lecturas sin 
procesar y en azul las lecturas procesadas. En el eje X se indica la posición de los 
nucleótidos y en el Y la calidad Phred. 
 

 
Figura 4.5.5: Efecto del filtrado con Trimmomatic 0.33 sobre el número y la 
longitud de las lecturas. En rojo se representan las lecturas sin procesar y en azul las 
lecturas procesadas. En el eje X se indica la longitud de las secuencias y en el Y el número 
de lecturas. 
 
Visualización y análisis de expresión diferencial 
En un experimento de RNA-Seq el análisis de la expresión diferencial se basa en contar el 
número de lecturas mapeadas en cada uno de los genes y comparar este número entre las 
distintas muestras, realizando una prueba estadística para dotar de un nivel de significación 
a las diferencias encontradas. De entre la gran cantidad de herramientas bioinformáticas 
desarrolladas durante los últimos años para realizar este tipo de análisis, en este proyecto se 
utiliza Stringtie 1.0.4 para detectar nuevos tránscritos no presentes en la anotación de 
referencia y añadirlos a la misma, el script de Python HTSeq-count 0.6.1 para realizar el 
recuento de lecturas utilizando la nueva anotación, y finalmente el paquete de R DESeq2 
1.8.0 para la normalización, visualización y análisis de los resultados. 
 
Tras la generación de la nueva anotación, el conteo de lecturas y su normalización, se inició 
un primer análisis exploratorio con el objetivo de visualizar las diferencias entre las 
muestras a nivel de expresión génica global por medio de la construcción de una matriz de 
distancias y su representación gráfica por medio de un “heatmap”. Mediante este método 
encontramos que las muestras están divididas en dos grupos que separan las genotecas de 
las líneas PS y SC3-5-1, aunque la agrupación de los triplicados pertenecientes a las 
muestras SC3-5-1|RIPE y PS|UNRIPE no es del todo clara (Figura 4.5.6). Realizamos 
también un análisis de componentes principales (PCA) en el que también observamos una 
clara separación de las muestras de PS respecto a las de SC3-5-1, pero dentro de cada línea, 
especialmente en el caso de la climatérica, la separación entre los estadios de maduración es 
menos clara (Figura 4.5.7). Otra forma de estudiar las diferencias de expresión a nivel 
global entre las muestras es mediante el cálculo del número de genes expresados, es decir, 
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aquellos genes con al menos una lectura mapeada en dos de las tres réplicas biológicas. El 
número total de genes expresados entre todas las muestras fue de 10.861 (40% de los genes 
anotados en el genoma de referencia) siendo las dos muestras de la línea SC3-5-1 las que 
mayor número de genes expresan (Tabla 4.5.1). Si comparamos las cuatro muestras 
encontramos que 4.936 genes se expresan en todas ellas simultáneamente y que la muestra 
SC3-5-1|UNRIPE es la que presenta un mayor número de genes específicamente 
expresados (686) frente a PS|RIPE con solamente 323 genes (Figura 4.5.8). Desde el punto 
de vista del número de genes comúnmente expresados, las muestras de fruto maduro e 
inmaduro de la línea climatérica SC3-5-1 son las más parecidas entre sí (6.844 genes) y, en 
el otro extremo, las más distantes son las muestras PS|RIPE y PS|UNRIPE con 5.595 
genes en común. 
 
Figura 4.5.6: Agrupación jerárquica de las muestras tras el análisis de expresión. 
Cladograma generado a partir de una matriz de distancias generada a partir de los niveles de 

expresión con el paquete de R DESeq2 1.8.0. La escala de color (blanco-verde) indica la 
fuerza de la correlación (a mayor intensidad mayor correlación). 
 



4.5. Estudio transcriptómico de la maduración del fruto 
 

125 
 

 
Figura 4.5.7: Diferencias en el patrón de expresión de las muestras. Análisis de 
componentes principales de las muestras según los 500 genes con mayores diferencias de 
expresión realizado con el paquete de R DESeq2 1.8.0.  
 

Figura 4.5.8: Diagrama de Venn que contiene los genes expresados en común por 
las cuatro muestras. Las elipses representan las muestras (rojo: PS|UNRIPE; azul: 
PS|RIPE; morado: SC3-5-1|UNRIPE; verde: SC3-5-1|RIPE) y los números, situados en 
todas las intersecciones posibles entre ellas, se indican los genes expresados en común. 
 
Tras explorar la expresión génica a nivel global comenzamos el análisis de expresión 
diferencial realizando cuatro comparaciones entre las muestras (contrastes 1-4 en la Tabla 
4.5.2) tomando como genes diferencialmente expresados (DE) aquellos con un p-valor 
ajustado para comparaciones múltiples menor de 0,05, que es el que se utiliza 
habitualmente en este tipo de análisis. Como cada contraste se ha realizado de forma 
independiente, el p-valor límite correspondiente al p-valor ajustado es diferente para cada 
caso y puede consultarse en la Tabla 4.5.2. En la misma tabla se indica el número de genes 
sobreexpresados (SE) o infraexpresados (IE) en cada contraste tomando como referencia la 
primera muestra. Cabe destacar que, aunque para realizar los análisis estadísticos se ha 
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utilizado una anotación que incluye los nuevos tránscritos descubiertos por Stringtie 
durante el mapeado, a partir de este punto solamente se han tenido en cuenta los genes 
anotados en la versión 3.5.1 del genoma. El número de genes DE varía enormemente entre 
los contrastes pero de nuevo refleja que las diferencias de expresión a lo largo de la 
maduración de cada línea (151 y 51 genes, contrastes 1 y 2 respectivamente) son menores 
que las diferencias entre las líneas SC3-5-1 y PS tanto en el fruto maduro (617 genes, 
contraste 3) como en el inmaduro (458 genes, contraste 4). Si comparamos los contrastes 1 
y 2 a nivel de genes DE, encontramos un total de 8 genes en común, que son aquellos que 
tanto en PS como en SC3-5-1 están más expresados en el fruto inmaduro (6 genes, Figura 
4.5.9a) o maduro (2 genes, Figura 4.5.9b). La misma comparación con los contrastes 3 y 4 
nos permite descubrir genes DE en una línea respecto a la otra en ambos puntos de 
maduración. De esta forma encontramos 147 genes SE (Figura 4.5.9c) y 83 genes IE 
(Figura4.5.9d) en SC3-5-1 respecto a PS tanto en fruto inmaduro como maduro. Todos los 
datos relativos a los genes DE de los cuatro contrastes como los niveles de expresión, los 
resultados del test estadístico y su anotación, están recogidos en la Tabla A.4.5.1a-d del 
Anexo. 
 
Tabla 4.5.2: Análisis de expresión diferencial. Para cada contraste (1-4) se especifican 
las muestras comparadas, el p-valor límite equivalente a un p-valor ajustado de 0,05 y el 
número de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE). 1>2 y 2>1 equivale a mayor 
expresión de Muestra 1 que Muestra 2, y de Muestra 2 que Muestra 1, respectivamente.   

 
 

Contraste Muestra 1 Muestra 2 p-valor límite Genes SE (1>2 ) Genes IE (2>1) 

1 PS|UNRIPE PS|RIPE 3,5x10
-3 84 67

2 SC3-5-1|UNRIPE SC3-5-1|RIPE 1,2x10
-3 23 28

3 SC3-5-1|RIPE PS|RIPE 5,1x10
-3 345 273

4 SC3-5-1|UNRIPE PS|UNRIPE 5,6x10
-3 251 207

a) b)

c) d)
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Página anterior: 
Figura 4.5.9: Diagramas de Venn. Representación de los genes diferencialmente 
expresados en común entre los contrastes de la Tabla 4.5.2. A: genes sobreexpresados (SE) 
en los contrastes 1 y 2; B: genes infraexpresados (IE) en los contrastes 1 y 2; C: genes SE 
en los contrastes 3 y 4; y D: genes IE en los contrastes 3 y 4. 
 
Caracterización de genes DE en los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1 
La comparación entre los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1 es uno de los más 
interesantes desde un punto de vista biológico al encontrarse activos muchos de los 
procesos específicos de cada tipo de maduración. Por tanto, decidimos profundizar en el 
tercer contraste realizando una anotación funcional de los genes DE y analizando cómo 
podrían afectar a la maduración del fruto. Para ello se estudiaron las diferencias de 
expresión de algunos genes implicados en procesos como la biosíntesis y señalización de 
etileno, la regulación génica (factores de transcripción), el metabolismo de azúcares y pared 
celular y la biosíntesis de compuestos aromáticos. 
 
Fruto de trabajos anteriores realizados por otros miembros del departamento está 
disponible una relación de los términos GO asociados con cada gen del genoma de 
referencia, por lo que la anotación funcional de los genes DE consistió en extraer los datos 
necesarios y prepararlos para su análisis. Como la cantidad de información contenida en un 
archivo de anotación funcional es mucha y difícil de interpretar, realizamos un resumen de 
los grupos de genes SE e IE utilizando una ontología abreviada específica de plantas 
(GOSlim-Plant) con la herramienta GOSlim. Los resultados, recogidos en la Tabla A.4.5.2 
del Anexo, están representados gráficamente en la Figura 4.5.10 e indican que el resumen 
de los genes SE (SC3-5-1 > PS) contiene una mayor representación de términos GO que 
los genes IE en las tres categorías, aunque el tamaño del primer grupo es mayor que el del 
segundo (345 genes SE frente a 273 IE).  

Figura 4.5.10: Abundancia de términos GO en los genes DE entre los frutos 
maduros de las líneas PS y SC3-5-1. Resumen de términos GO obtenido con GOSlim 
utilizando la ontología GOSlim-Plant. Los términos sobreexpresados (rojo) e 
infraexpresados (azul) son en SC3-5-1|RIPE respecto a PS|RIPE. 
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También analizamos si hay un enriquecimiento de términos GO asociados con los 
conjuntos de genes SE y IE respecto al genoma de referencia utilizando la herramienta 
BiNGO 2.44 desarrollada para el programa Cytoscape (Tabla A.4.5.3 en el anexo). En el 
grupo de genes SE (más expresados en SC3-5-1 que en PS) encontramos enriquecimiento 
en diez términos de las tres categorías (Figura 4.5.11), mientras que en los genes IE (más 
expresados en PS que en SC3-5-1) solamente un término relacionado con las categorías de 
función molecular y proceso biológico está enriquecido (Figura 4.5.12).  

 
Figura 4.5.11: Análisis de enriquecimiento de términos GO en los genes SE entre los 
frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1. Resultados obtenidos con el plugin BinGO 
2.44 de Cytoscape. Las relaciones jerárquicas entre los términos se representan mediante la 
posición y las conexiones por flechas, la cantidad de genes relacionados se indica mediante 
el tamaño y el nivel de significación del test estadístico mediante el color. Los términos 
están enriquecidos en el conjunto de genes sobreexpresados (SC3-5-1|RIPE > PS|RIPE) 
respecto al genoma de referencia. 
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Página anterior: 
Figura 4.5.12: Análisis de enriquecimiento de términos GO en los genes IE entre los 
frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1. Resultados obtenidos con el plugin BinGO 
2.44 de Cytoscape. Las relaciones jerárquicas entre los términos se representan mediante la 
posición y las conexiones por flechas, la cantidad de genes relacionados se indica mediante 
el tamaño y el nivel de significación del test estadístico mediante el color. Los términos 
están enriquecidos en el conjunto de genes infraexpresados (SC3-5-1|RIPE < PS|RIPE) 
respecto al genoma de referencia. 
 
Tras la caracterización de los genes DE mediante anotación funcional se analizó su 
distribución a lo largo de los 12 cromosomas del genoma de referencia mediante un 
“Manhattan plot” (Figura 4.5.13) para averiguar si están situados dentro de las regiones 
introgresadas en los cromosomas III y VI de la línea SC3-5-1, y en la introgresión 
contaminante detectada recientemente en esta misma línea en el cromosoma XI (Pereira, 
sin publicar). Los resultados indican que los genes con expresión diferencial significativa 
están distribuidos por todos los cromosomas, siendo el IV el que más concentra (53) y el 
XII el que menos (12, sin contar el 0 con 8 genes). Por otro lado, el número de genes DE 
dentro de la introgresión del cromosoma III fue 34, 20 en la del VI y 5 en la del XI. 

Figura 4.5.13: Manhattan plot. Cada punto del gráfico representa un gen DE, en el eje de 
las abscisas las coordenadas genómicas y en el de las ordenadas el logaritmo negativo del p-
valor ajustado obtenido en el contraste entre frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1. En 
verde se destacan los genes dentro de las introgresiones de SC3-5-1 (Pereira, sin publicar) y 
la línea azul señala el límite de significación (p-valor < 0,05). 0 corresponde al cromosoma 
0 de melón (secuencias sin asignar) 
 
El proceso más importante de los relacionados con la maduración del fruto es la ruta de 
biosíntesis y señalización de etileno, que es estudiada en detalle a nivel de expresión génica 
en la Figura 4.5.14. En ella se observan grandes diferencias de expresión en las primeras 
etapas de la síntesis, siendo estadísticamente significativos en el caso de los genes CmSAM2 
(sobreexpresado en PS), CmACS5 (sobreexpresado en SC3-5-1) y dos ACO (CmACO1 y 
CmACO5) más expresados en SC3-5-1 que en PS. De los componentes de la vía de 
señalización encontramos significativamente más expresados en SC3-5-1 dos receptores de 
etileno (CmETR1 y CmETR2), un gen CmEIN3 y tres genes de respuesta a etileno 
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(CmEREBP) mientras que en PS solamente dos CmEREBP están sobreexpresados. Las 
diferencias de expresión, los resultados del test estadístico y la anotación de los genes DE 
implicados tanto en este proceso como en los siguientes está indicada en la Tabla 4.5.3. 
 
Cuatro familias de factores de transcripción, MADS-box, NAC/NAM, F-box y HD-Zip, 
con miembros implicados en la regulación de la síntesis de etileno y otros procesos de 
maduración en tomate, fueron estudiadas en este apartado. Para ello se representaron 
también en la Figura 4.5.14 las diferencias de expresión de los miembros anotados en el 
genoma de melón. A pesar de que hay cambios de expresión entre las dos líneas, no se 
observa ninguna tendencia clara ya que en todas las familias hay genes con diferencias de 
expresión en ambos sentidos. Dentro de la familia MADS-box no encontramos diferencias 
significativas, pero sí en las familias NAC (4 genes SE en SC3-5-1), F-box (1 gen SE en 
SC3-5-1 y 4 en PS) y HD-Zip (1 en PS).  
 
Algunos de los genes implicados en el metabolismo de azúcares también mostraron 
diferencias de expresión entre los dos tipos de maduración: en la línea climatérica SC3-5-1 
encontramos una fructoquinasa (CmFK) y tres 6-fosfofructoquinasas (CmPFK), implicadas 
en la conversión de fructosa en fructosa-6-P, hasta 11 veces más expresadas que en PS. 
También más expresadas en SC3-5-1 encontramos otras enzimas relacionadas con en la 
degradación de almidón (α- y β-amilasas y sacarosa-P sintasa) mientras que en PS se 
sobreexpresa una almidón sintasa (CmGBSS). También encontramos tres transportadores 
diferencialmente expresados (dos se expresan más en la línea SC3-5-1 y el otro en PS) que 
podrían estar implicados en la movilización de azúcares hacia el fruto durante la 
maduración. 
 
El reblandecimiento de la pulpa tiene lugar en ambos tipos de maduración debido a la 
acción de enzimas que degradan la pared celular, aunque en frutos climatéricos es más 
intenso. En la línea SC3-5-1 encontramos fuertemente sobreexpresados varios genes 
implicados en el proceso como poligalacturonasas (CmPG), pectinesterasas (CmPE),  
xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas (CmXTH), una xilosa isomerasa (CmXI), una 
β-galactosidasa (CmGAL), una expansina (CmEXP1) y una BETA-D-xilosidasa (CmXYL). 
En la línea no climatérica PS también se sobreexpresa una CmPG y dos celulosa sintasas 
(CmCEL). 
 
El último de los procesos relacionados con la maduración del fruto que estudiaremos en 
este apartado en la producción de compuestos aromáticos típicos de las variedades 
aromáticas de melón. Encontramos expresión diferencial en genes implicados en la 
producción de ésteres, aldehídos y alcoholes entre los que destacan transferasas de grupos 
metil, acil y acetil, esterasas, acyl-CoA sintasas, una alcohol deshidrogenasa (CmADH), una 
metionina gamma liasa (CmMGL), una dioxigenasa de ruptura de carotenoides (CmCCD),  
una lipooxigenasa (CmLOX) y una alcohol-acil transferasa (CmAAT1). Aunque la mayoría 
de estos genes se expresan más en SC3-5-1, dos aciltransferasas, una esterasa/lipasa y 
CmLOX están más expresadas en PS. 
 
Página siguente: 
Tabla 4.5.3: Genes DE entre los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1. Se indican 
los datos de expresión diferencial junto con la anotación y el nombre corto de los genes 
relacionados con los procesos de maduración del fruto. Los genes sobreexpresados e 
infraexpresados son en SC3-5-1|RIPE respecto a PS|RIPE. 
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Figura 4.5.14: Diferencias de expresión de los genes implicados en la ruta del 
etileno entre los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1 y de factores de 
transcripción relacionados con su regulación. Representación realizada en Mapman 
3.6.0 con los datos obtenidos de DESeq2 1.8.0 y la Figura 1.4 de este trabajo de tesis. Cada 
cuadrado representa un gen de la Tabla A.4.5.6 del Anexo, el color rojo indica mayor 
expresión en PS y el color verde en SC3-5-1.  
 
Caracterización de genes con expresión diferencial entre las líneas PS y SC3-5-1 a lo largo 
de la maduración 
Con el programa DESeq2, a través de la opción para realizar análisis multivariantes 
conceptualmente similares a un ANOVA, se extrajeron aquellos genes DE entre las líneas 
PS y SC3-5-1 a lo largo del proceso de maduración. Utilizando el mismo criterio que con 
los contrastes de los apartados anteriores (p-valor ajustado < 0.05), fueron encontrados 82 
genes DE, de los cuales 39 son SE y 43 IE (Tabla A.4.5.1e en el Anexo). En este caso los 
conceptos de SE e IE varían respecto a los utilizados anteriormente: en un gen SE la 
expresión aumenta a lo largo de la maduración en la línea PS y disminuye en la línea 
SC3-5-1, mientras que en un gen IE ocurre lo contrario: su expresión disminuye en PS y 
aumenta en SC3-5-1 durante la maduración. Para la caracterización de los genes DE 
detectados en este apartado se siguieron los mismos pasos que en el anterior: primero se 
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realizó una anotación funcional y después se analizó la expresión de genes involucrados en 
los principales procesos relacionados con la maduración del fruto. El resumen de la 
anotación funcional (Tabla A.4.5.4 en el Anexo, representados en la Figura 4.5.15) indica 
que los dos conjuntos de genes contienen un número similar de términos GO asociados en 
las categorías de proceso biológico y función molecular pero que en el componente celular 
existen diferencias entre ambos. Tras el análisis de enriquecimiento de términos GO 
asociados con los genes DE respecto al genoma de referencia (Tabla A.4.5.5 en el anexo), 
encontramos enriquecimiento solamente en los genes IE dentro de las categorías de 
proceso biológico y función molecular, entre las que destacan los canales de agua y la 
respuesta al nivel de oxígeno (Figura 4.5.16).  
 
Figura 4.5.15: Abundancia de términos GO en los genes DE entre las líneas PS y 
SC3-5-1 a lo largo de la maduración. Resumen de términos GO obtenido con GOSlim 
utilizando la ontología GOSlim-Plant. Los términos sobreexpresados (rojo) e 
infraexpresados (azul) son en SC3-5-1|RIPE respecto a PS|RIPE. 

 
Los genes relacionados con los procesos de maduración del fruto estudiados a 
continuación están recogidos en la Tabla 4.5.4 y su expresión está representada en la Figura 
4.5.17. En el conjunto de genes DE encontramos 4 factores de transcripción CmEREBP 
implicados en la señalización de etileno cuya expresión incrementa en SC3-5-1 y baja en PS 
a lo largo de la maduración. De las familias de factores de transcripción MADS-box, 
NAC/NAM, F-box y HD-Zip ninguno de sus miembros mostraron diferencias de 
expresión significativas en este análisis. Relacionados con el metabolismo de azúcares 
encontramos solamente un gen DE: un CmFRU cuya expresión disminuye en PS pero se 
mantiene alta en SC3-5-1; y con el metabolismo de pared celular encontramos tres genes 
diferencialmente expresados: dos CmXTH, un CmXI (ambos IE) y un CmPG (SE). En 
cuanto a la producción de compuestos aromáticos, en este análisis se ha encontrado un gen 
sobreexpresado (CmGLIP) y dos infraexpresados (CmDCR y CmCCOAOMT). A raíz de 
que el transporte y los canales de agua son dos términos GO enriquecidos en el conjunto 
de genes IE (Tabla A.4.5.5 en el Anexo) buscamos genes DE relacionados con estos 
procesos y encontramos tres genes que codifican acuaporinas infraexpresados (dos CmPIP 
y un CmTIP). Tal y como puede verse en la Figura 4.5.17, el patrón de expresión de los tres 
genes es distinto y sugiere que el transporte de agua en las dos líneas estudiadas se lleva a 
cabo con proteínas diferentes según el estadio de maduración del fruto. 
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4.5.3. Discusión 
 
La secuenciación masiva del transcriptoma de frutos maduros e inmaduros de las líneas PS 
y SC3-5-1 y el estudio de expresión diferencial realizado en este capítulo han puesto de 
manifiesto las grandes diferencias a nivel de expresión génica que hay entre la maduración 
climatérica y no climatérica en melón. Antes de comenzar con la discusión de los resultados 
es necesario aclarar que aunque todo el trabajo de análisis bioinformático ya ha sido 
realizado, éste todavía necesita ser validado mediante la comprobación de los niveles de 
expresión de algunos genes mediante PCR cuantitativa, como es habitual para este tipo de 
experimento (Fang & Cui 2011).  
 
El preprocesamiento de las secuencias es un paso necesario en cualquier experimento de 
RNA-Seq, ya que la calidad de las genotecas tras la secuenciación es muy inferior a lo 
aceptable. Teniendo en cuenta la rápida evolución de las tecnologías de secuenciación 
masiva, los archivos de lecturas obtenidos del equipo 454-Roche estaban por debajo de los 
estándares actuales tal y como se refleja en el número de nucleótidos y secuencias 
eliminadas. Tras este paso de limpieza el mapeado contra el genoma de referencia fue 
comparable al de experimentos de RNA-seq recientes en cuanto a la eficiencia (Kumar et al. 
2012; Fujisawa et al. 2014). Aunque el número de lecturas es bajo (casi un millón en total) 
comparado con trabajos de RNA-seq actuales utilizando tecnología Illumina (alrededor de 
40 millones de lecturas por muestra) la calidad del mapeado (88% de lecturas mapeadas en 
genes) nos indica que los resultados son fiables. 
 
Tras el recuento de lecturas realizamos un análisis exploratorio de la expresión génica que 
nos permitió separar perfectamente las muestras de las líneas PS y SC3-5-1, pero no los 
triplicados pertenecientes a cada punto de maduración. Esto sugiere que la expresión en 
frutos maduros e inmaduros dentro de cada línea no es muy diferente, especialmente en el 
caso de SC3-5-1 (Figura 4.5.7), pero las diferencias son más grandes entre PS y SC3-5-1 sea 
cual sea el punto de maduración que se compare. El bajo número de genes DE entre frutos 
maduros e inmaduros de la misma línea (Tabla 4.5.2 contrastes 1 y 2) y el bajo número de 
genes IE y SE en común a lo largo de la maduración de cada línea (Figura 4.5.9A-B) 
también apoyan esta posibilidad. El hecho de que una de las tres réplicas de fruto inmaduro 
de cada genotipo esté más cerca de las muestras maduras en las figuras 4.5.6 y 4.5.7 indica 
que los frutos supuestamente inmaduros ya habían comenzado a expresar genes 
relacionados con la maduración. En este capítulo se decidió continuar adelante con el 
análisis estadístico utilizando los triplicados, pero se podría valorar la posibilidad de 
eliminar estas dos réplicas para maximizar el número de genes DE a lo largo de la 
maduración. 
 
Expresión diferencial entre los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1 
Un trabajo muy similar al que aquí se presenta es el realizado por Saladié y colaboradores 
(2015) y consistió en comparar el transcriptoma de frutos maduros de las líneas PS y 
“Védrantais” utilizando una micromatriz de DNA con aproximadamente el 38% de los 
genes actualmente anotados en el genoma de referencia. La Tabla 4.5.5 contiene aquellos 
genes que muestran diferencias de expresión en los dos experimentos y que están 
relacionados con la maduración del fruto. Utilizando los valores del log2(“fold change”) 
encontramos una correlación significativa entre ambos experimentos (corr. 0,84, p-valor = 
0,0004) y solamente el gen CmXTH MELO3C01748 muestra diferencias de expresión en 
sentidos opuestos. Este hecho sugiere que, a pesar de que SC3-5-1 tiene un fondo genético 
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inodorus y “Védrantais” cantalupensis, la regulación de la expresión de una parte de los genes 
implicados en la maduración climatérica del fruto es muy parecida.  
 
De todos los genes diferencialmente expresados relacionados con la biosíntesis y 
señalización del etileno destaca CmACO1, que es el que mayor diferencia de expresión 
presenta en todo el análisis: en SC3-5-1 se detectan un promedio de 1.084 lecturas 
mapeadas contra el gen en los triplicados mientras que en PS no se detecta ninguna. Hasta 
donde sabemos, CmACO1 era el único gen de la familia que mostraba sobreexpresión 
durante la maduración del fruto climatérico (Lasserre et al. 1996; Saladie et al. 2015), pero en 
este experimento CmACO5 también se sobreexpresa en el fruto maduro de SC3-5-1. 
Igualmente cabe destacar el gen CmACS5, sobreexpresado en SC3-5-1 y que, además de 
participar en la biosíntesis de etileno durante la maduración, también está relacionado con 
la determinación sexual de las flores de melón (Boualem et al. 2015). Especial atención 
merecen los cuatro factores de transcripción CmNAC más expresados en SC3-5-1 que en 
PS ya que tres de ellos (MELO3C016536, MELO3C01632 y MELO3C023195) también se 
sobreexpresan en “Védrantais” (el cuarto CmNAC, MELO3C019845, no estaba incluido 
en la micromatriz). La expresión del gen CmNAC MELO3C016540, identificado y validado 
como responsable del QTL eth6.3 en los capítulos anteriores de esta tesis, no mostró 
diferencias significativas, aunque la expresión en la línea SC3-5-1 fue superior a la de PS en 
los dos puntos de maduración. En la micromatriz de DNA, el gen MELO3C016540 
mostró una expresión muy alta en las líneas PS, SC, “Védrantais” y “Dulce” durante todo 
el desarrollo del fruto y la maduración sin diferencias significativas (Saladie et al. 2015). El 
CmNAC MELO3C016536 mencionado anteriormente es el que está situado a tan solo 139 
Kb del anterior y se expresa en SC3-5-1 unas 15 veces más que en PS. Respecto al resto de 
familias de factores de transcripción, solamente hay un CmHD-zip (MELO3C0122063) 
sobreexpresado en ambas líneas climatéricas respecto a PS en los dos trabajos.  
 
El reblandecimiento de la pared celular es un proceso que en melón está regulado 
parcialmente por etileno (Guis et al. 1997) y se cree que los conjuntos de enzimas 
implicadas son diferentes en frutos climatéricos y no climatéricos (Saladie et al. 2015). En 
nuestro trabajo, la mayoría de genes DE involucrados en este proceso se expresan más en 
el fruto maduro de SC3-5-1, pero también encontramos varios genes expresados en PS 
cuya regulación podría ser independiente de etileno: un CmPG (MELO3C006690) y dos 
CmCEL (MELO3C023551 y MELO3C023951). La síntesis de azúcar es un proceso 
independiente de etileno pero encontramos un mayor número de genes sobreexpresados en 
SC3-5-1. El contenido de sólidos solubles en los frutos maduros de esta línea y PS no 
muestra diferencias significativas (Vegas et al. 2013) por lo que el papel de estas enzimas 
durante la maduración de SC3-5-1 podría no estar relacionado con la síntesis o degradación 
de azúcares sino con su movilización (hay tres transportadores de azúcar DE). Finalmente, 
el balance del número de genes diferencialmente expresados en el apartado de biosíntesis 
de aromas está claramente desplazado hacia la línea SC3-5-1 pero no es extraño teniendo 
en cuenta que es un proceso regulado por el etileno y que PS produce muy pocos 
compuestos aromáticos (Ayub et al. 1996; Obando-Ulloa et al. 2008). 
 
Como hemos visto, la distribución de los 617 genes DE es desigual entre las introgresiones. 
La introgresión en el cromosoma III contiene 34 genes DE, lo que supone un 0,027% del 
total de 1.270 genes dentro de la introgresión. La introgresión en el cromosoma VI 
contiene 20 genes DE (0,015% de 1.378 genes) y por último la introgresión contaminante 
del XI contiene 5 genes DE (0,040% de 127 genes). Si consideramos todos los genes DE 
dentro de las tres introgresiones y las comparamos con los genes DE en el resto del 
genoma no se obtienen diferencias significativas según un test de Fischer. El hecho de que 
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no se encuentre un enriquecimiento de genes DE dentro de las introgresiones de la línea 
SC3-5-1 sugiere que las diferencias de expresión son a nivel global y que probablemente 
sean debidos a la acción en trans de un factor de transcripción situado muy arriba en la 
escala de regulación de la biosíntesis de etileno y de la maduración climatérica en general.  
 
Expresión diferencial a lo largo de la maduración entre las líneas PS y SC3-5-1 
El contraste entre las muestras SC3-5-1|RIPE y PS|RIPE resultó muy informativo por 
cuanto que fueron encontrados muchos genes DE relacionados con los principales 
procesos de maduración del fruto. Sin embargo, el análisis multivariante realizado en la 
segunda parte del análisis del RNA-Seq ha destacado dos aspectos que pasaron 
desapercibidos en el contraste anterior: el transporte de agua y la respuesta al nivel de 
oxígeno. Durante la maduración del fruto de la línea SC3-5-1 encontramos SE tres genes 
que codifican acuaporinas, un tipo de canal de agua cuya expresión ha sido asociada con 
cambios en el nivel hídrico del fruto de tomate y fresa, aunque no se conoce bien su 
función (Shiota et al. 2006; Alleva et al. 2010). La respuesta al nivel de oxígeno podría estar 
relacionada con el aumento de la tasa de respiración típico de los frutos climatéricos como 
SC3-5-1 y que no ocurre en PS (Obando-Ulloa et al. 2008). El futuro estudio de estos dos 
procesos puede complementar al resto de los anteriormente descritos, completando el 
esquema de los cambios metabólicos ocurridos durante la maduración climatérica y no 
climatérica. 
 
Perspectivas de futuro 
Actualmente se está preparando un nuevo experimento transcriptómico del fruto en el que 
se utilizarán, además de las líneas PS y SC3-5-1, las dos líneas que contienen alelos de SC en 
homocigosis para uno de los dos QTL: GF35 (eth3.5) y GF40 (eth6.3) en tres estadios de la 
maduración (20 DAP, 30 DAP y H). Durante los últimos meses de esta tesis doctoral se 
han recogido las muestras y se han realizado la mayoría de extracciones de RNA, que 
pronto serán enviadas al CNAG (Centro Nacional de Análisis Genómico, Barcelona) para 
su secuenciación utilizando tecnología Illumina. Los resultados de este futuro experimento 
permitirán una caracterización más profunda de los cambios transcriptómicos ocurridos 
durante la maduración del fruto, qué relación pueden tener con los cambios fenotípicos 
observados entre las líneas y de qué modo el gen MELO3C016540, responsable del 
comportamiento climatérico en las líneas portadoras de eth6.3, podría estar regulando el 
componente climatérico de la maduración en melón.  
 
La posibilidad de que los resultados de este segundo RNA-seq sean más completos que el 
presente es muy alta teniendo en cuenta que la tecnología de secuenciación que se utilizará 
ofrece una mayor profundidad de secuenciación. Por tanto el presente trabajo tiene que 
servir como un primer análisis exploratorio que guíe la interpretación de los resultados 
futuros, que sin duda será más compleja. De todas formas, los ficheros de lecturas 
obtenidos en este experimento ya han sido utilizados para producir una nueva anotación 
del genoma de referencia (versión 3.6) que facilitará el análisis del futuro RNA-seq. 
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Los resultados presentados en esta tesis doctoral han permitido la identificación, 
caracterización y validación del gen MELO3C016540 como el responsable del QTL eth6.3, 
que induce una maduración climatérica en los frutos de melón. De forma complementaria, 
se ha realizado un estudio transcriptómico del fruto de la línea SC3-5-1 (portadora de eth3.5 
y eth6.3) y PS observándose una reprogramación genética entre frutos maduros e 
inmaduros de las dos líneas. En conjunto, este trabajo ha permitido profundizar en el 
estudio de la regulación de la maduración en melón y comenzar a entender las diferencias 
entre frutos climatéricos y no climatéricos de esta especie. 
 
Identificación y caracterización de MELO3C016540 como candidato para eth6.3 
 
El QTL eth6.3, objeto de estudio de esta tesis doctoral, fue detectado junto con eth3.5 
durante la caracterización de la NIL SC3-5-1, obtenida a partir del cruzamiento entre los 
parentales PS y SC (Eduardo et al. 2005; Moreno et al. 2008; Vegas et al. 2013). A pesar de 
que ambos parentales son no climatéricos, al menos desde un punto de vista clásico como 
veremos más adelante, los frutos de SC3-5-1 mostraron una maduración claramente 
climatérica que incluye, principalmente, la biosíntesis de etileno, el desarrollo de una capa 
de abscisión, el cambio de color externo de verde a amarillo, la producción de aromas 
característicos y el reblandecimiento de la pulpa (Obando-Ulloa et al. 2008; Vegas et al. 
2013). Aunque ambos QTLs son capaces de inducir la maduración climatérica por 
separado, cuando los dos están presentes se produce una intensificación de la síntesis de 
etileno y, consecuentemente, de los demás procesos antes mencionados. Además, tanto 
eth3.5 como eth6.3 muestran un fuerte componente ambiental que provoca diferencias entre 
temporadas en el tiempo que tarda el fruto en madurar (Vegas et al. 2013; ver cap. 4.1). El 
gen MELO3C016540 identificado en el cap. 4.1 como responsable de la maduración 
climatérica inducida por eth6.3 es un factor de transcripción de la familia NAC, cuyos 
miembros han sido relacionados con la regulación de una gran variedad de procesos 
biológicos entre los que se encuentran la senescencia y la maduración del fruto (Puranik et 
al. 2012). Dos de los principales regladores de la maduración del fruto en tomate 
pertenecen a esta familia: los genes SlNAC4 (Zhu et al. 2014) y SlNAC-NOR (patente US 
6.762.347 B1, Giovannoni 2004). La similitud a nivel de secuencia proteica de 
MELO3C016540 con SlNAC-NOR motivó su denominación como CmNOR en anteriores 
trabajos (Dahmani-Mardas et al. 2010; Saladie et al. 2015) que comentaremos a 
continuación. Como se puede observar en la Figura 5.1a, en la que se representa un árbol 
filogenético con las proteínas de la familia NAC en melón y otras proteínas NAC de 
distintas especies y función conocida (utilizadas en las figuras 4.2.1 y 4.2.6 del cap. 4.2, 
respectivamente), CmNOR forma parte del mismo clado que SlNAC-NOR y no parece 
haber sufrido duplicaciones recientes. 
 
En el primer trabajo se buscaron mutantes mediante TILLING en una colección generada 
a partir de la variedad climatérica “Charentais Mono” para algunos genes involucrados en 
maduración de fruto incluyendo CmNOR. En una de las familias de mutantes identificadas 
para CmNOR, portadora de la mutación E59K, se apreció un retraso en los días desde la 
polinización hasta el fruto maduro (Dahmani-Mardas et al., no publicado). En esta tesis 
doctoral, las alteraciones fenotípicas observadas en frutos de dos familias mutantes en el 
dominio NAC de CmNOR (familias 246 y 432 con mutaciones E59K y P129L 
respectivamente) permitieron su validación como gen responsable de eth6.3. Por tanto, la 
familia 246 (mutación E59K) ha dado resultados significativos en estos dos trabajos, 
aunque el método de fenotipado utilizado para la caracterización de los mutantes fue 
distinto. 
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Figura 5.1: Análisis filogenético de las proteínas CmNAC y proteínas de la familia 
NAC de otras especies. a) Cladograma construido a partir del alineamiento múltiple de 
128 secuencias proteicas provenientes de las figuras 4.2.1 y 4.2.6 (tablas 3.6 y A.4.2.1) 
mediante el método N-J en MEGA 6 y representado con R. b) detalle del clado señalizado 
por líneas discontinuas en el que se encuentran la proteína CmNOR (MELO3C016540P1), 
SlNAC-NOR y SlNAC4. Los prefijos de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S. 
lycopersicum. Os: O. sativa. Gm: G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum. Cs: C. sinensis. Ph: P. 
hybrida. Pv: P. vulgaris. Las proteínas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepción de 
AtNAM. Los colores indican el proceso biológico en el que están implicadas: estrés biótico 
y abiótico (rojo), metabolismo de pared celular (verde), crecimiento y desarrollo vegetal 
(azul), senescencia (violeta) y maduración (naranja). Para mayor detalle ver cap. 4.2. 
 
En el segundo de los trabajos antes mencionados se analizó el transcriptoma del fruto 
durante la maduración en variedades de melón tanto climatéricas como no climatéricas, 
detectándose una alta expresión de CmNOR durante todo el proceso de desarrollo y 
maduración del fruto pero sin observar diferencias significativas entre las líneas estudiadas: 
dos típicamente climatéricas (“Védrantais” y “Dulce”) y dos no climatéricas (PS y SC) 
(Figura 5.2a) (Saladie et al. 2015). En esta tesis doctoral se analizó la expresión de CmNOR a 
lo largo de la maduración en las líneas SC3-5-1 y PS observándose una ligera disminución 
en la primera y un leve aumento en la segunda, aunque las diferencias no son significativas 
(Figura 5.2b, ver cap. 4.5). Estos resultados sugieren que la inducción de la maduración 
climatérica observada en las líneas con eth6.3 no sería debida a las diferencias de expresión 
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de CmNOR sino a otras causas, como mutaciones en su secuencia codificante o en la 
regulación de su traducción a proteína según se comentó anteriormente (cap. 4.5.).  
 
En el estudio del panel de 54 variedades de melón realizado en el cap. 4.2 se detectaron 7 
polimorfismos asociados con el tipo de maduración, dos de los cuales producen cambios 
no sinónimos (sustituciones A108S y S236N) que, sin embargo, podrían ser descartados 
por la posición del marcador FR14-P22 en el mapeo de eth6.3 (Vegas et al. 2013; ver cap. 
4.2). Por tanto, serían los polimorfismos situados aguas arriba de este marcador en 
CmNOR los causales de las diferencias fenotípicas, como el INDEL-126 situado en el 
5‟-UTR, que presenta diferencias de hasta 28 bp entre PS y “Védrantais” y que podría tener 
algún efecto en la traducción de CmNOR. En general, se observó una gran conservación de 
los alelos de CmNOR dentro las variedades con maduración climatérica (principalmente 
cantalupensis) y no climatérica (principalmente inodorus) compatible con un papel central en la 
regulación del proceso. Cabe destacar la gran similitud entre el alelo de SC de CmNOR y el 
de los tipos cantalupensis, con solamente 2 bp de diferencia en el INDEL-126 y una 
secuencia proteica idéntica. 
 
La regulación de la maduración climatérica del fruto de melón es compleja 
 
La presencia de variedades climatéricas con el alelo inodorus de CmNOR en el panel de 
variedades (ver cap. 4.2) podría parecer contradictorio, aunque puede ser explicado por la 
presencia de otro gen o genes que también estén implicados en la regulación de la 
maduración en melón y que no se ven afectados por CmNOR. Observamos un fenómeno 
similar en el estudio de los mutantes TILLING que, a pesar de portar el alelo mutado de 
CmNOR en homocigosis, todavía son capaces de madurar de forma climatérica. Este otro 
gen o genes podrían ser los responsables de alguno de los otros QTLs y genes mayores que 
han sido descritos como eth3.5 (Moreno et al. 2008) y los detectados en la población de 
RILs desarrollada a partir del cruzamiento de la variedad típicamente climatérica 
“Charentais” (cantalupensis) con SC (Perin et al. 2002a). En esta población fue posible 
determinar que solamente dos loci (Al-3 y Al-4) controlan la formación de una capa de 
abscisión y la producción de etileno, y otros cuatro (eth1.1, eth2.1, eth3.1 y eth11.1) el nivel de 
producción de la hormona (Perin et al. 2002a). Es importante destacar que las posiciones de 
estos seis QTLs no solapan con eth3.5 ni eth6.3, lo que sugiere un escenario complejo en la 
regulación de la maduración en melón. Tal y como se mencionaba anteriormente, SC ha 
sido considerado clásicamente como una variedad con frutos no climatéricos (Perin et al. 
2002a) aunque estudios recientes lo situarían en algún punto intermedio entre PS y las 
climatéricas “Védrantais” y “Dulce” (Vegas et al. 2013; Saladie et al. 2015; ver cap. 4.1). El 
hecho de que se detectaran distintos QTLs cuando se cruzó SC con “Védrantais” o con PS 
y que ninguno de ellos solape, sugiere que las causas por las que SC no madura de forma 
climatérica serían diferentes de las de un no climatérico típico como PS y que estarían 
probablemente relacionadas con los genes Al-3 y Al-4.  
 
En general, se ha propuesto que los frutos no climatéricos podrían ser mutantes en genes 
implicados en la biosíntesis y señalización de etileno o en factores de transcripción 
análogos a RIN, NOR y CNR de tomate (Giovannoni 2004; Saladie et al. 2015). Partiendo 
de esta hipótesis, sugerimos un modelo que explicaría los resultados obtenidos en este 
trabajo de tesis en el contexto del conocimiento actual sobre la maduración del fruto en 
melón. Según nuestra hipótesis, la variedad no climatérica PS (así como todos los inodorus 
incluidos en el panel de variedades del cap. 4.2) sería portadora de un alelo mutado de 
CmNOR que inhibe la maduración climatérica del fruto. Para que la inhibición sea total, en 
PS sería imprescindible la presencia de al menos otro gen mutado en el locus eth3.5. Por otro 
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lado, la variedad SC (conomon), históricamente clasificada como no climatérica, sería 
portadora de un alelo funcional de estos genes, pero debido a mutaciones en otros loci 
(como mínimo dos: Al-3 y Al-4) sus frutos no serían climatéricos. Al introgresar los alelos 
de SC de CmNOR y eth3.5 en PS (por ejemplo la línea SC3-5-1 y sus derivadas GF35 y 
GF40, ver cap. 4.1) el fruto es capaz de iniciar una maduración de tipo climatérica con 
distintos grados según las combinaciones entre ellos. Por último, las variedades típicamente 
climatéricas como “Védrantais” y la mayor parte del grupo cantalupensis portarían alelos 
funcionales de, como mínimo, CmNOR, Al-3, Al-4 y posiblemente eth3.5, de forma que son 
capaces de madurar de forma climatérica incluso cuando tienen el alelo inodorus de CmNOR 
(ver cap. 4.2) o cuando este gen está mutado en su dominio NAC, como demuestran los 
resultados de TILLING (ver cap. 4.5). 
 
Interacción entre CmNOR y eth3.5 
 
El QTL eth3.5 está mapeado en el cromosoma III y se han comenzado trabajos de clonaje 
posicional en el laboratorio pero aún no se han obtenido resultados que permitan la 
selección de un gen candidato (L. Pereira, comunicación personal). Aunque en el intervalo 
de 20,2 Mbp donde mapea eth3.5 no hay anotados genes implicados en la biosíntesis de 
etileno, sí hay diversos factores de transcripción. El intervalo contiene 1.270 genes 
anotados, lo que hace imposible la selección de un candidato. La envergadura de los 
cambios en el proceso de regulación que es capaz de inducir este QTL, muy similares los 
observados por eth6.3 (ver cap. 4.1), podría indicar la presencia de otro factor de 
transcripción de la familia NAC, de la que encontramos cinco anotados en la región de 
eth3.5, o de algún otro de los implicadas en la maduración del fruto en tomate como 
MADS-box (dos genes anotados), F-box (nueve genes anotados) o HD-zip (tres genes 
anotados). 
 
Durante los últimos años se ha demostrado que algunos factores de transcripción NAC son 
capaces de formar homo y heterodímeros, y que esta dimerización parece ser fundamental 
para su capacidad de unión a DNA en algunos casos (Olsen et al. 2005; Jeong et al. 2009; 
Nakashima et al. 2012; Welner et al. 2012). Se ha sugerido que la proteína SlNAC4 podría 
dimerizar con SlNAC-NOR y LeMADS-RIN, regulando sus actividades y, por tanto, 
influenciando la expresión de genes relacionados con la biosíntesis de etileno y la 
maduración del fruto en tomate (Zhu et al. 2014). La proteínas CmNOR podrían formar 
dímeros entre si o con alguno de los otros 80 miembros putativos de la familia NAC en 
melón (ver cap. 4.2). De los ocho genes que codifican las nueve proteínas CmNAC 
(MELO3C018242 codifica dos proteínas) situados en el mismo clado que CmNOR, 
SlNAC4 y SlNAC-NOR en la Figura 5.1b, los genes MELO3C010632, MELO3C023195 y 
MELO3C016536 están diferencialmente expresados entre frutos maduros de SC3-5-1 y PS 
(Figura 5.2d, f y h respectivamente), y de “Védrantais” y PS (Figura 5.2c, e, g 
respectivamente). Estos tres genes, además, están situados en el mismo subclado que 
SlNAC4 en la Figura 5.1b, separado del de SlNAC-NOR y CmNOR. Cabe destacar que 
MELO3C016536 está situado a tan solo 139 Kb de CmNOR y que MELO3C010632 está 
situado dentro del intervalo de eth3.5, por lo que podría ser un buen punto de partida para 
la búsqueda del gen candidato para este QTL en el futuro.  
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Figura 5.2: Expresión de los genes CmNOR, MELO3C010632, MELO3C016536 y 
MELO3C023195 durante la maduración del fruto de melón. a, c, e y g) Se representa 
la expresión normalizada detectada en una micromatriz de DNA. Cada línea representa una 
variedad y cada punto es el promedio de triplicados biológicos. Datos obtenidos de Saladie 
et al. (2015). b, d, f y g) Se representa el número de lecturas mapeadas en el RNA-Seq del 
cap. 4.5. Cada línea representa una variedad y cada punto un triplicado biológico (ver cap. 
4.5). DAP: días tras la polinización; H: fruto maduro. PS: “Piel de Sapo”, SC: “Songwhan 
Charmi”. SC3-5-1 es una línea casi isogénica con fondo genético de PS y con introgresiones 
de SC en los QTLs eth3.5 y eth6.3 (Vegas et al. 2013). 
 
Perspectivas de futuro del estudio de la maduración en melón 
 
El avance en el estudio de la maduración del fruto durante los últimos años ha sido 
considerable en tomate e incluso en otras especies de interés agronómico (Gapper et al. 
2014). Sin embargo, la mayor parte de los esfuerzos se han dirigido a la caracterización de 
la maduración climatérica y se sabe mucho menos sobre la no climatérica. En el caso del 
melón, las variedades más utilizadas en los estudios de maduración han sido las climatéricas 
“Védrantais” y “Charentais” (Ezura & Owino 2008). Los estudios realizados con 
variedades no climatéricas son los derivados de la ya mencionada línea SC3-5-1 que, 
aunque climatérica, se originó tras el cruzamiento PS x SC (Vegas et al. 2013): un estudio 
del perfil aromático en el que se incluyeron variedades no climatéricas (Obando-Ulloa et al. 
2008) y el estudio transcriptómico de los frutos de PS, SC, “Dulce” y “Védrantais” durante 
la maduración (Saladie et al. 2015). Recientemente, también se ha realizado el clonaje 
posicional del gen CmKFB relacionado con la acumulación de flavonoides pigmentados en 
el exocarpo de algunas variedades inodorus (Feder et al. 2015). 
 
Una población interesante que podría ayudar a clarificar la compleja regulación de la 
maduración climatérica y no climatérica es una colección de RILs, que ha sido desarrollada 

a) b)

c) d)

e) f)

g) h)
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en nuestro departamento a partir del cruzamiento PS x “Védrantais”, y que sería la primera 
población de mapeo generada a partir de una variedad típicamente no climatérica como PS 
y una muy climatérica como “Védrantais”. Actualmente la población consta de 92 líneas, se 
encuentra en generación F8 y se prevé que a finales de 2016 todas las líneas hayan sido 
genotipadas mediante GBS (“Genotyping By Sequencing”) y caracterizadas 
fenotípicamente para caracteres de interés agronómico para el mapeado de QTLs. Los 
resultados preliminares indican una elevada segregación de caracteres de maduración como 
el desarrollo de la capa de abscisión, el cambio de color externo, el aroma y la biosíntesis de 
etileno (L. Pereira, comunicación personal). Para este último carácter se está utilizando un 
método de medición que permite recoger el etileno emitido en planta y cuantificarlo por 
GC-MS, lo que supone un importante avance técnico frente al método habitual que 
consiste, brevemente, en cortar el fruto antes del comienzo de la maduración, conservarlo 
en una urna de cristal ventilada y tomar medidas diarias de la concentración de etileno en el 
aire efluente mediante cromatografía de gases (Vegas et al. 2013). Los perfiles de 
producción de etileno preliminares muestran una gran segregación tanto en la cantidad 
máxima de etileno producido, en el tiempo que tarda el etileno en alcanzar el pico o en el 
patrón de síntesis a lo largo de la maduración (L. Pereira, comunicación personal).  
 
La maduración del fruto y la mejora vegetal en melón 
 
La gran diversidad en cuanto a la intensidad de la maduración nos obliga a replantear la 
división dicotómica clásica de los frutos entre climatéricos y no climatéricos en función de 
la síntesis de etileno y el aumento en la respiración del fruto (McMurchie et al. 1972), ya que 
resulta insuficiente para clasificar algunas de las variedades de melón utilizadas en esta tesis 
doctoral. Entre el fenotipo de una variedad completamente no climatérica como PS y el de 
otra muy climatérica como “Védrantais” hay toda una serie de grados intermedios que 
clásicamente serían clasificados como climatéricos, pero que es necesario diferenciar si 
queremos llegar a comprender la compleja regulación del proceso. Estos grados 
intermedios son los que distinguen las líneas portadoras de eth3.5 o eth6.3 de la línea 
SC3-5-1 (con ambos QTLs, en el cap. 4.1) o los mutantes en CmNOR respecto a los no 
mutantes en la población TILLING “CharMono” (ver cap. 4.3). La dificultad del 
fenotipado de la maduración ha motivado que durante esta tesis doctoral se hayan utilizado 
distintos métodos dependiendo del objetivo de cada capítulo como el tiempo de 
dehiscencia, el aroma y el color externo en el fruto cosechado (cap. 4.1) y el tiempo de 
cambio de color del exocarpo (cap. 4.3). Actualmente no existe un método generalizado de 
fenotipado para este carácter aunque también se han utilizado la firmeza, el color y la 
concentración de azúcares en la pulpa, mediciones de etileno durante la maduración y la 
percepción personal de los autores del ensayo (Perin et al. 2002a; Vegas et al. 2013; Saladie et 
al. 2015). En el fenotipado del panel de variedades del cap. 4.2 se utiliza una escala entre 1 y 
4 para medir el grado de climaterio de los frutos basada en la experiencia de los autores del 
ensayo que podría servir como referencia para futuros trabajos. 
 
Tanto PS como “Védrantais” representan dos de los extremos en cuanto a maduración del 
fruto pero ambas son variedades con un gran valor comercial y son el resultado de 
programas de mejora para caracteres relacionados con la calidad del fruto, resistencia a 
plagas y productividad, entre otros. Debido a la estrecha relación entre la maduración, la 
calidad y el valor económico del fruto pensamos que la mejora vegetal sería uno de los 
campos más beneficiados del estudio de los grados intermedios de maduración. Por un 
lado, las variedades no climatéricas de melón se caracterizan por ser poco aromáticas pero 
tienen una larga vida postcosecha, durante la cual el fruto apenas pierde calidad. Por otro 
lado, las climatéricas como “Védrantais” son mucho más aromáticas pero tras su 
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recolección el fruto pierde valor más rápidamente. Si de nuevo utilizamos el ejemplo del 
tomate, el mutante rin se ha venido utilizando como material de mejora aunque, como el 
mutante en homocigosis para este gen da lugar a un fruto con larga vida postcosecha pero 
con bajo valor organoléptico, solamente se ha utilizado en forma de híbridos. El mutante 
nor, en cambio, no se utiliza en mejora vegetal aunque otras mutaciones independientes en 
el mismo gen (SlNAC-NOR) son las responsables de variedades de larga vida postcosecha 
como el tomate de colgar. En el caso del melón, las líneas semejantes a nor, es decir, las no 
climatéricas como PS, tienen un gran valor económico y son valoradas principalmente por 
el dulzor y la durabilidad del fruto. Por tanto creemos que los resultados de esta tesis 
doctoral podrían ser utilizados para la obtención de variedades climatéricas con una 
maduración más lenta y, por tanto, mayor estabilidad tras la cosecha sin perder el aroma tan 
valorado por el consumidor. De algún modo, las familias mutantes en CmNOR 
caracterizadas en el cap. 4.3 que muestran un retraso en el viraje de color, carácter ligado a 
la maduración del fruto, podrían servir como ejemplo de su aplicación.  
 
En los programas de mejora de variedades climatéricas se explora la diversidad de 
caracteres de maduración en poblaciones segregantes obtenidas a partir de cruzamientos de 
líneas de larga vida con líneas élite precoces. En estas poblaciones se podría secuenciar 
CmNOR en aquellas líneas que mostraran un incremento significativo de vida postcosecha 
para ver si guarda relación con el alelo de este gen, de forma que pudiera ser utilizado como 
marcador demostrando así que los resultados de esta tesis son aplicables en la mejora 
genética de melón. 
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Los principales resultados obtenidos durante esta tesis doctoral nos permiten establecer las 
siguientes conclusiones: 
 

1. Se ha desarrollado una nueva población de mapeo para el QTL eth6.3 que ha 
permitido reducir su intervalo a una región de 78 Kbp entre los marcadores SEQ-3 
y FR14-P22 en la región centromérica del GL VI de melón. 
 

2. Se ha seleccionado el gen MELO3C016540 (CmNOR), miembro de la familia de 
factores de transcripción NAC en melón, como candidato para eth6.3 en función de 
su homología con otros miembros de la misma familia implicados en la maduración 
en tomate. 

 
3. Se han buscado mutantes TILLING en CmNOR en la población con fondo 

climatérico “CharMono” para su validación, encontrándose nueve familias con 
cambios no sinónimos. 
 

4. Se ha validado el gen CmNOR a través de la caracterización fenotípica de las 
familias de mutantes 246 (cambio E59K) y 432 (cambio P129L), cuyos frutos 
muestran un retraso de 7,2 y 5,6 días respectivamente en el tiempo transcurrido 
entre la polinización y el cambio de color del exocarpo, muy ligado con la síntesis 
de etileno, respecto a frutos sin mutar. 

 
5. Se ha estudiado la secuencia de CmNOR en un panel con 54 variedades de melón 

representativo de la variabilidad existente en la especie encontrando 17 
polimorfismos entre ellas. De los siete polimorfismos que muestran asociación 
significativa con el tipo de maduración del fruto, el INDEL-126, situado en el 
5‟-UTR, presenta 28 bp de diferencia entre los alelos de PS y “Védrantais”, y 26 bp 
entre los de PS y SC. 

 
6. Se ha encontrado una alta conservación de haplotipos de CmNOR entre variedades 

con el mismo tipo de maduración, especialmente dentro de los grupos inodorus y 
cantalupensis. El haplotipo de la variedad SC es más parecido al de las variedades 
climatéricas (cantalupensis) que al de las no climatéricas (inodorus). 

 
7. Se han desarrollado las herramientas genéticas necesarias para el silenciamiento de 

CmNOR mediante RNAi en líneas portadoras de eth6.3. De este modo se ha dado 
comienzo a una nueva aproximación para el estudio de la regulación de la 
maduración del fruto mediada por este gen. 

 
8. Se ha realizado un estudio transcriptómico de la maduración del fruto entre las 

líneas PS y SC3-5-1 encontrando una reprogramación genética a nivel global entre 
ambos tipos de maduración.  

 
9. Se han encontrado 618 genes diferencialmente expresados entre los frutos maduros 

de PS y SC3-5-1, incluyendo en genes implicados en la biosíntesis y señalización de 
etileno, reblandecimiento de la pulpa, metabolismo de azúcares y síntesis de 
compuestos aromáticos. El gen CmNOR no se encuentra diferencialmente 
expresado entre los frutos maduros de PS y SC3-5-1. 
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la población PT-2013. Genotipado 
utilizando TaqMan (marcadores señalados con *) y KASP según se describe en el ap. 3.6.2. 
A: homocigoto para SC; B: homocigoto para PS; H: heterocigoto; –: genotipado fallido. 
DAP: días tras la polinización. El fenotipado del cambio de color distingue entre un viraje 
completo de verde oscuro a amarillo (SI), de verde oscuro a verde pálido (SI-), un viraje 
completo pero solamente en algunas zonas del fruto (zonal) y ausencia de viraje (NO). El 
olor del fruto utiliza una escala similar en la que SI- indica poca producción de aromas. La 
variable “fenotipo” resume los caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico, 
NCL: no climatérico, ?: ambiguo. 
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R02 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R02.1 A A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A A A A 49 - SI SI CL

R02.2 A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 57 NO NO NCL

R02.3 A A A - H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 NO ? NCL

R02.4 A A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A A A A 53 - SI SI CL

R02.5 A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 62 NO NO NCL

R02.6 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 NO SI CL

R02.7 A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 59 SI (-) SI CL

R02.8 A A A - H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 NO SI CL

R02.9 - A A - - - B - B - B - B B - B B B H - B - B - - 55 NO NO NCL

R02.10 A A A A - B B B B B B B B B B B B B B B B B B H - 55 NO NO NCL

R02.11 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 SI (-) ? ?

R02.12 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 57 zonal SI CL

R02.13 A A A - H H H H H H H H H H H H H H H - H H H - - 57 SI (-) SI CL

R02.14 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 NO NO NCL

R02.15 A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 59 NO NO NCL

R02.16 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 57 NO SI CL

R02.17 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 SI (-) ? ?

R02.18 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 NO SI CL

R02.19 A A A - H H H H H H H H H H - H H H H - H H H - - 59 SI (-) SI CL

R02.20 A A A H H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 zonal SI CL

R03 A A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

R03.1 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 55 SI (-) SI CL

R03.2 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H B H H H H - 62 zonal SI CL

R03.3 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H 51 - NO SI CL

R03.4 - A A - A A A A A A A - A A A A A A A - A A A - - 59 NO SI CL

R03.5 - A A - - - H - H - H - A - - H H H - - H A H - - 59 SI (-) SI CL

R03.6 A A A A - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 75 NO NO NCL

R03.7 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 59 NO SI (-) CL

R03.8 - A A - - - - - H - H - - - - H H H - - H - H - 59 - SI SI CL

R03.9 - A A - B B B B B B B - B B B B B B B - B B B - - 62 NO NO NCL

R03.10 - A A - - - B - B B B - B B - B B B - - B - B - - 62 NO NO NCL

R03.11 A A A - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A - - 59 NO SI CL

R03.12 A A A - - A A A A A A A A A A A A A A - A A A A - 59 NO SI CL

R03.13 A A A - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - - 52 NO NO NCL

R03.14 A A A A - B B B B B B B B B B B B B B B B B B - - 55 NO NO NCL

R03.15 A A A A - B B B B B B B B B B B B B B B B B B - - 62 NO NO NCL

R03.16 A A A A - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 65 NO SI CL

R03.17 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 57 NO SI CL

R03.18 A A A A H H H H H H H H H H H H H H H - H H H H - 59 SI SI CL

R03.19 - A A - H - H - H - H - - H H H H H H - H - H - - 59 NO NO NCL 
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la población PT-2013 (continuación). 
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R06 H H H - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

R06.1 B B B B A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 49 - SI SI CL

R06.2 H H H - - - A - A A A - A A A A A A A A A A A - 54 - SI SI CL

R06.3 - - H H - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 59 SI SI CL

R06.4 - H H - - - - - A - - - - - - A A A - - A - A - 44 - SI SI CL

R06.5 H H H H A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 42 - SI SI CL

R06.6 H H H H A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 57 SI SI CL

R06.7 - H H - A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A 45 - SI SI CL

R06.8 H H - - - - - - - - - - - - - - - - - - A - A - - 55 SI SI CL

R06.9 B B B B A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 75 SI (-) ? ?

R06.10 H H H - - - A - A A A - A A - A A A A H A A A - 46 - SI (-)SI (-) CL

R06.11 H H H - - - A - A A A A A A A A A A A A A A A - - 64 NO ? ?

R06.12 - H H - - - A - A A A - A A - A A A - - A A A - 42 - SI SI CL

R06.13 B B B B A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A - 62 SI SI CL

R06.14 - A H - - - - - A - - - A A - A A A - - A A A - 50 - SI( (-) SI CL

R06.15 - B - - - A - - A A A - A A A A A A - - A A A - 53 - SI SI CL

R06.16 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 60 NO SI CL

R06.17 - - - - - A - A A A A A A A A A A A A - A A A A 44 - SI (-) SI CL

R06.18 H H H H A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 56 - SI (-) SI CL

R06.19 B B B B - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 56 - SI SI CL

R06.20 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 50 - SI SI CL

R07 H H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B

R07.1 H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 62 NO NO NCL

R07.2 H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 72 NO NO NCL

R07.3 A A A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 64 NO NO NCL

R07.4 H A H H H - B - B B B - B B - B B B - H B - B - - 60 NO NO NCL

R07.6 H H H - H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 62 NO NO NCL

R07.7 A A A H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 57 SI (-) NO NCL

R07.8 - H H - H - B - B B B - B B - B B B H H B - B - - 57 NO NO NCL

R07.9 A A A A - H B H B B B H B B - B B B B B B - B - - 62 NO NO NCL

R07.10 - H H - - - B - B B B - B B - B B B - H B - B - - 57 zonal NO NCL

R07.11 H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 62 zonal NO NCL

R07.12 H H H H H - B - B B B - B B - B B B - H B - B - - 62 NO NO NCL

R07.14 A A A A A B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 67 NO NO NCL

R07.17 H B H H H - - - B - B - - - - B B B - - B - B H - 55 NO NO NCL

R07.18 H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 60 zonal NO NCL

R07.20 H H H H H B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 64 NO NO NCL

R08 B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H H

R08.1 B B B B B B B B B B H B B B B B B B B B B B B B - 58 NO NO

R08.2 B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A A A A A 41 - SI SI CL

R08.3 B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A A A A A - - NO ? ?

R08.4 B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A A A A A 48 - SI SI CL

R08.5 B B - B B - B - - - - - H - H - - - - - - H - H - 54 NO NO NCL

R08.6 B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H 52 - SI (-) SI CL

R08.8 B B B H B B B B B B A A A A A A A A A A A A A A 50 - SI SI CL

R08.9 B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H - - 64 SI SI CL

R08.10 B B B - B - B - B B B - B B B B B B B B B B B - - 75 NO ? ?

R08.11 B B B B H B B B B B H H H H H H H H H H H H H - 55 - SI SI CL

R08.12 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 56 NO NO NCL

R08.13 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 75 NO NO NCL

R08.14 B B B B H B B B B B H H H H H H H H H H H H H H 54 - SI SI CL

R08.15 B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H H H 57 - SI SI CL

R08.16 B B B H B - B - B B B - B B B B B B B B B B B - - 75 NO NO NCL

R08.17 B B B B B - B - B B H - H H H H H H H H H H H - 49 - SI (-) SI CL

R08.18 H B B H B H B H B B H - H H - H H H H H H - H H - 58 zonal SI CL

R08.19 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 56 zonal NO NCL

R08.20 B B B B B B B B B B H A A A A A A A A A A A A A 45 - SI SI CL  
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la población PT-2013 (continuación). 
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R12 B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H H

R12.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 61 NO NO NCL

R12.2 B B - - - B B B B B B B B H H H H H H H H H H - - 58 NO NO NCL

R12.3 B B - - - B B B B B B B B A A A A A A A A A A A 46 - SI SI CL

R12.4 B B - - - B B B B B B B B B B B B B B B B B B - - 64 NO NO NCL

R12.5 - - - - - - - - - - - - - - - - - H H - - - - H - 64 SI SI CL

R12.6 - - - - - - - - - - - - - - - - - H H H - - - - - 58 SI SI CL

R12.7 B B - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 56 NO NO NCL

R12.8 B B - - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - - 47 zonal NO NCL

R12.9 B B - - - B B B B B B B B H H H H H H H H H H - - 56 NO NO NCL

R12.10 - B - - - - - - B - B - - B - B B B - - B - B - - 56 NO NO NCL

R12.11 - B - - - - B - B - B - B A - A A A - - A A A - - 54 SI SI CL

R12.13 - B - - - - B - B B B - B B - B B B B B B B B - - 61 NO NO NCL

R12.14 - B - - - - B - B - B - B B - B B B B B B - B - - 58 NO NO NCL

R12.15 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 51 NO NO NCL

R12.16 - B - - - B B - B B B - B B B B B B B B B B B - - 72 NO NO NCL

R12.17 - B - - - - - - B - B - - B - B B B B - B - B - - 56 NO NO NCL

R12.18 B B B B - B B B B B B B B A A A A A A A A A A A - 62 SI SI CL

R12.19 B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H - 61 NO NO NCL

R12.20 - B - - - - B - B - B - B B - B B B - - B - B - - 79 NO NO NCL

R15 A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H H

R15.1 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 53 - SI(-) SI CL

R15.2 A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H - 77 NO NO NCL

R15.3 A A - - - A A - A A A A A A - H H H H H H H H - - 65 NO NO NCL

R15.4 A A - - - A A A A A A A A A H H H H H H H H H H - 64 SI (-) SI CL

R15.5 A A - - - A A A A A A A A A H H H H H H H H H - 57 - SI (-) SI CL

R15.6 A A A - - A A A A A A A A A H H H H H H H H H - - 56 NO ? ?

R15.7 A A - - - A A - A A A A A A B B B B B B B B B - - 72 NO NO NCL

R15.8 A A - - - A A A A A A A A A B B B B B B B B B B - 64 NO NO NCL

R15.9 - - - - - - A - A - - - A A - A A A A - A - A - 46 - SI(-) SI CL

R15.10 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 49 - SI SI CL

R15.11 A A - - - A A A A A A A A A H H H H H H H H H H - 75 NO NO NCL

R15.12 A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H - 57 NO SI CL

R15.13 A A - - - A A A A A A A A A H H H H H H H H H - - 61 NO NO NCL

R15.14 A A A A - A A A A A A A A A H H H H H H H H H B - 55 NO NO NCL

R15.15 A A A A A A A A A A A A A A H H H H H H H H H H - 56 NO NO NCL

R15.17 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 53 - SI (-)SI (-) CL

R15.18 - A - - - - A - A A A A A A - A A A A A A A A - - 70 SI (-) ? ?

R15.19 - A - - - A A - A A A A A A - B B B B B B - B - - 77 NO NO NCL

R15.20 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 60 - SI (-) SI CL

R16 H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A A

R16.1 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A 41 - SI SI CL

R16.2 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 47 SI SI CL

R16.3 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A - 56 SI SI CL

R16.4 B B B B B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A 48 - SI (-) ? ?

R16.5 B B B B B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A 55 - SI (-)SI (-) CL

R16.6 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 46 - SI SI CL

R16.7 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 77 NO ? ?

R16.8 A A - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 54 - SI SI CL

R16.9 H H - - - H H H H H H H H H A A A A A A A A A A 52 - SI SI CL

R16.10 H B - - - - - - B B B - B B - A A A - - A A A A 52 - SI (-)SI (-) CL

R16.11 A A - A - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 54 - SI SI (-) CL

R16.12 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A 52 - SI SI CL

R16.13 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A - 55 SI SI CL

R16.14 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 46 - SI SI CL

R16.15 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A 56 - SI SI CL

R16.16 B B B B B B B B B B B B B B A A A A A A A A A A 49 - SI SI CL

R16.17 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A 42 - SI SI CL

R16.18 H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A - 61 NO SI CL

R16.19 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 47 - SI (-) SI CL

R16.20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 61 SI (-) SI CL  
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la población PT-2013 (continuación). 
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R19 H H H H H H H H H H H H H H H H A A A A A A A A A A

R19.1 - - H H B H H H H H H H H H B A - A A A A A A A - 79 SI SI CL

R19.2 B B B B B B B B B B B B B B B A - A A A A A A A - 77 SI SI CL

R19.3 - - H H - H H H H H H H H H B A - A A A A A A A 41 - SI SI CL

R19.4 B B B B B B B B B B B B B B B A - A A A A A A A - 55 SI (-) SI CL

R19.5 - - H H - H H H H H H H H H B A - A A A A A A A 44 - SI (-) SI CL

R19.6 - - - - - H H H H H H H H - - A - A A - A A A - 53 - SI SI CL

R19.7 B B B B - B B B B B B B B B B A - A A A A A A A - 70 SI SI CL

R19.8 - - H H B H H H H H H H H H B A - A A A A A A A 43 - SI SI CL

R19.10 A A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A A A A - 64 NO ? ?

R19.11 A A A A - A A A A A A A A A A A - A A A A A A A 49 - SI SI CL

R19.12 - - H H B H H H H H H H H H - A - A A A A A A A 44 - SI SI CL

R19.13 B B B B B B B B B B B B B B B A - A A A A A A A 56 - SI (-) SI CL

R19.14 B B B B B B B B B B B B B B B A - A A A A A A A 41 - SI SI CL

R19.15 - - H H - H H H H H H H H H B A - A A A A A A A - 55 zonal ? ?

R19.16 - - H H - H H H H H H H H - H A - A A A A A A A - 67 SI (-) SI CL

R19.17 A A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A A A A 44 - SI SI CL

R19.18 - - H H - H H H H H H H H - H A - A A A A A A A 52 - SI SI CL

R19.19 B B B B B B B B B B B B B B B A - A A A A A A A 40 - zonal SI CL

R19.20 - - - - - H H - H H H H - - H A - A A A A A A - 40 - SI (-) SI CL

R21 H H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B B -

R21.2 - H - H - H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 60 NO NO NCL

R21.4 - H - H - H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 46 NO NO NCL

R21.5 - A A - - - - - A A A - A A - A B B B - B - B H - 55 NO NO NCL

R21.6 - H - - - H H H H H H - H H H H B B B - B B B B - 64 NO NO NCL

R21.7 A A A - - A A A A A A - A A A A B B B - B B B - - 64 NO NO NCL

R21.8 - H - - - H H H H H H H H H H H B B B - B B B B - 60 NO NO NCL

R21.9 A A A - - A A A A A A A A A A A B B B B B B B - - 68 NO NO NCL

R21.10 - H - H - H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 68 NO ? ?

R21.11 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - B B B B - 68 NO NO NCL

R21.12 H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 60 NO NO NCL

R21.13 - H - H - H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 62 NO NO NCL

R21.14 H H - - - H H H H H H H H H H H B B B - B B B B - 60 NO NO NCL

R21.15 - - - H - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - 64 NO NO NCL

R21.16 A A A A A A A A A A A A A A A A B B B B B B B B - 60 NO NO NCL

R21.17 - H - - - H H H H H H H H H H H B B B B B B B B - 57 NO NO NCL

R21.18 - - - - - A A A A A A - A A A A B - - - B B - B - 62 NO NO NCL

R21.19 - H - - - H H H H H H H H H H H B B B - B B B B - 60 NO NO NCL

R21.20 A A A A A A A A A A A A A A A A B B B B B B B B - 55 NO NO NCL

R22 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H

R22.1 - B - - - - - H B - - H - - - - - - - H - - - H - 67 SI SI CL

R22.2 - - - - - - B - B B - B - - - - - - B - - - - - 49 - SI SI CL

R22.3 B B - - - B B B B B B B B B B B B B B - H H H - - 64 NO ? ?

R22.4 - - - - - - - - - - A - - - - - - - A H - - - H - 60 NO NO NCL

R22.5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - 75 NO NO NCL

R22.6 - B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - 68 SI SI CL

R22.7 - B - - - - - - B - - - - - - - - - - H - - - H - 55 NO NO NCL

R22.9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - H - 62 SI (-) NO NCL

R22.10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - 61 SI SI CL

R22.11 - B - - - B B B B B B - B B B B B B B - A A A - - 57 SI SI CL

R22.12 - B - - - B B B B B B B B B B B B B A H H H H - - 55 NO NO NCL

R22.13 - B - - - - - - B - B - - - - - - - - - A - A - - 60 SI SI CL

R22.14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 57 NO ? ?

R22.15 B B B B B B B B B B B B B B B B - B B B B B B B - 70 SI (-) NO NCL

R22.16 - B - - - B B B B B B B B B B B B B B H H H H - - 62 NO NO NCL

R22.18 - B - - - B B B B B B - B B B B B B B H H H H - - 67 NO SI CL  
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la población PT-2013 (continuación). 
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R23 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H H H H

R23.1 - A - - - - - - A - - - - - - - A A - - B - B B - 70 NO NO NCL

R23.2 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A H H H - - 64 SI (-) NO NCL

R23.3 - A - - - - A - A - A - A A - A A A - - H H H - - 75 SI (-) NO NCL

R23.4 - A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - B - - 62 SI (-) NO NCL

R23.5 - A - - - - - - - - - - - - - - - - - - A - A - - 62 SI (-) SI CL

R23.6 - A - A - - A - A A A - A A - A A A - - B B B B - 62 SI (-) NO NCL

R23.7 - A - - - - - - A - - - A - - - A A - - H - H - - 72 NO NO NCL

R23.8 - A - - - - - - A - - - A - - - A A - - H - - - - 75 SI (-) NO NCL

R23.10 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H H H - 70 SI SI CL

R23.11 A A - - - A A - A A A A A A A A A A A A H H H - - 70 NO ? ?

R23.12 - A - - - - A - A - A - A - - A A A - - H H H - 56 - NO SI CL

R23.13 - A - - - - - - - - - - - - - - - - - - A - A - 51 - SI SI CL

R23.14 A A - - - A A A A A A - A A A A A A A A A A A - 46 - SI (-) SI CL

R23.15 - A - - - - - - - - - - A - - - A A - - H - H - - 77 NO NO NCL

R23.16 - A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - B B - 72 NO NO NCL

R23.17 A A - A - A A A A A A A A A A A A A A A H H H H - 70 SI SI CL

R23.18 A A - - - - A - A A A A A A - A A A A A H H H - - 68 NO NO NCL

R23.19 A A - A - A A A A A A A A A A A A A A A H H H H - 69 SI (-) NO NCL

R23.20 - A - - - - A - A - A - A A - A A A - - H H H - - 72 SI SI CL

R24 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H

R24.1 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - 62 NO NO NCL

R24.2 A A A A - A A A A A A A A A A A - A A A A A A A - 62 NO NO NCL

R25 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H A

R25.1 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 51 - SI SI CL

R25.2 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 45 - SI SI CL

R25.3 B B - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 55 - SI (-) SI CL

R25.4 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 57 - SI SI CL

R25.5 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 51 - SI (-) SI CL

R25.6 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 46 - SI SI CL

R25.7 H H H H - H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 46 - SI SI CL

R25.8 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 45 - SI SI CL

R25.10 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 53 - SI (-) SI CL

R25.14 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 40 - SI SI CL

R25.15 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 45 - SI (-) SI CL

R25.16 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 79 SI (-) ? ?

R25.17 H H H H - H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 55 - SI SI CL

R25.18 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 51 - SI SI CL

R25.19 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 49 - SI SI CL

R27 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B

R27.2 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 61 SI (-) SI CL

R27.3 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 75 NO NO NCL

R27.4 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 62 SI (-) SI CL

R27.5 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 61 NO NO NCL

R27.6 H H H H - H H H H H H H H H H H H H - - - H H H - 54 SI (-) SI CL

R27.8 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 77 NO NO NCL

R27.9 H H H H - H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 55 NO NO NCL

R27.10 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 62 NO NO NCL

R27.11 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 77 NO NO NCL

R27.12 A A H A - A A A - A A A A A A A - A A A A A A A A - 62 NO ? ?

R27.13 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 60 NO NO NCL

R27.14 H H H H - H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 59 NO SI CL

R27.15 B B - B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 55 NO NO NCL

R27.16 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 42 - SI SI CL

R27.17 H H H H - H H H H H H H H H H H H H - - H H H H H 56 - SI (-) SI CL

R27.18 B B B B B B B B B B B B B B H H H H H H H H H H H 46 - SI SI CL

R27.19 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H - 72 NO SI CL

R27.20 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 44 - SI SI CL  
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Tabla A.4.1.2: Genotipado y fenotipado de las líneas GF31, GF35, GF40, SC y PS, 
utilizadas como controles de la población PT-2013. Todos los marcadores son SSRs y 
han sido genotipados según se describe en el ap. 3.6.1. A: homocigoto para SC; B: 
homocigoto para PS; H: heterocigoto. DAP: días tras la polinización. El fenotipado del 
cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a amarillo (SI), de 
verde oscuro a verde pálido (SI-) y ausencia de viraje (NO). El olor del fruto utiliza una 
escala similar en la que SI- indica poca producción de aromas. La variable “fenotipo” 
resume los caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico, NCL: no climatérico, 
?: ambiguo. 
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PS

PS.1 B B B B - 55 NO NO NCL

PS.2 B B B B - 55 NO NO NCL

PS.3 B B B B - 47 NO NO NCL

PS.4 B B B B - 65 NO NO NCL

PS.5 B B B B - 55 NO NO NCL

SC

SC.1 A A A A 57 - NO ? ?

SC.2 A A A A - 46 NO NO NCL

SC.3 A A A A - 48 NO NO NCL

SC.4 A A A A - 59 NO NO NCL

SC.5 A A A A - 59 SI ? ?

GF31*

GF31.2 A A A A 31 - SI (-) SI CL

GF31.4 A A A A 38 - SI SI CL

GF31.5 A A A A 38 - SI (-) SI CL

GF35*

GF35.1 A A B B 45 - SI (-) SI CL

GF35.2 A A B B 43 - SI (-) SI CL

GF35.4 A A B B 38 - SI (-) SI CL

GF35.5 A A B B 51 - SI (-) SI CL

GF40*

GF40.1 B B A A 61 - SI SI CL

GF40.2 B B A A 47 - SI SI CL

GF40.3 B B A A 47 - SI SI CL

GF40.4 B B A A 45 - SI SI CL

GF40.5 B B A A - 65 NO SI CL

GL III GL VI
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Tabla A.4.1.3: Genotipado y fenotipado de la población PT-2014. Genotipado 
utilizando TaqMan (marcadores señalados con *) y KASP. A: homocigoto para SC; B: 
homocigoto para PS; H: heterocigoto; –: genotipado fallido. DAP: días tras la polinización. 
El fenotipado del cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a 
amarillo (SI), de verde oscuro a verde pálido (SI-), un viraje completo pero solamente en 
algunas zonas del fruto (zonal) y ausencia de viraje (NO). El olor del fruto utiliza una escala 
similar en la que SI- indica poca producción de aromas. La variable “fenotipo” resume los 
caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico, NCL: no climatérico; ?: 
ambiguo. 
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R24.1 A A - - - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H H

R24.1.01 A A - A A A - - A - - A - - A - A A - - A - - A B - 67 NO NO NCL

R24.1.02 A A - A A A - - A - - A - - A - A A - - A - - A A 52 - SI SI CL

R24.1.03 A A - A A A - - A - - A - - A - A A - - A - - A B - 59 NO NO NCL

R24.1.04 A A - A A A - - A - - A - - A - A A - - A - - A H - 61 NO NO NCL

R24.1.05 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 57 - SI (-) SI CL

R24.1.06 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 62 NO NO NCL

R24.1.07 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 61 SI SI CL

R24.1.08 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 66 SI (-) SI CL

R24.1.09 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 50 - SI (-) SI CL

R24.1.10 A A A A - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 61 SI SI CL

R24.1.11 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 61 NO NO NCL

R24.1.12 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 51 - SI (-) SI CL

R24.1.13 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 62 NO NO NCL

R24.1.14 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 63 NO NO NCL

R24.1.15 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 68 NO NO NCL

R24.2 A A A A - A A A A A A A A A A A - A A A A A A A H H

R24.2.02 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H - 68 SI (-) - -

R24.2.03 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A - A A A A H 66 - SI (-) ? ?

R24.2.04 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 60 - SI SI CL

R24.2.05 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 49 - SI (-) SI CL

R24.2.06 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 66 NO NO NCL

R24.2.07 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 67 - SI (-) SI CL

R24.2.08 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 56 - SI (-) SI CL

R24.2.09 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 60 - SI (-) ? ?

R24.2.10 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 46 - SI (-) SI CL

R24.2.11 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A H 49 - SI (-) SI CL

R24.2.12 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 68 NO NO NCL

R24.2.13 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 47 - SI (-) ? CL

R24.2.14 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 63 NO NO NCL

R24.2.15 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 49 - SI SI CL

R26 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B B

R26.01 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 63 NO NO NCL

R26.02 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B - 64 NO NO NCL

R26.03 H H H H H H H H H H H B H H H H H H H H H H H H B - 60 NO NO NCL

R26.04 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 60 NO NO NCL

R26.05 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 60 NO ? ?

R26.06 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 48 NO NO NCL

R26.07 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 60 NO NO NCL

R26.08 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 60 NO NO NCL

R26.09 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 62 NO ? ?

R26.10 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 63 NO NO NCL

R26.11 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 76 SI ? ?

R26.12 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 56 NO NO NCL

R26.13 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 63 NO NO NCL

R26.14 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B - 68 NO NO NCL

R26.15 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A B - 70 NO NO NCL  
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Tabla A.4.1.4: Genotipado y fenotipado de las líneas GF31, GF35, GF40 y PS, 
utilizadas como controles de la población PT-2014. Todos los marcadores son SSRs y 
han sido genotipados según se describe en el ap. 3.6.1. A: homocigoto para SC; B: 
homocigoto para PS; H: heterocigoto. DAP: días tras la polinización. El fenotipado del 
cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a amarillo (SI), de 
verde oscuro a verde pálido (SI-) y ausencia de viraje (NO). El olor del fruto utiliza una 
escala similar. La variable “fenotipo” resume los caracteres anteriores y clasifica el fruto en 
CL: climatérico, NCL: no climatérico. 
 

P
ar

en
ta

l

P
ro

g
en

ie

A
_

1
6
-C

1
2

P
S
_

1
8
-D

1
0

P
S
I_

4
1
-H

0
6

C
I_

2
3
-F

0
8

D
eh

is
ce

n
ci

a 
(D

A
P

)

C
o

se
ch

a 
(D

A
P

)

C
am

b
io

 d
e 

co
lo

r

O
lo

r

F
en

o
ti

p
o

PS

PS.1 B B B B - 68 NO NO NCL

PS.2 B B B B - 68 NO NO NCL

PS.3 B B B B - 63 NO NO NCL

PS.4 B B B B - 63 NO NO NCL

PS.5 B B B B - 60 NO NO NCL

GF31

GF31.1 A A A A 37 - SI SI CL

GF31.2 A A A A 38 - SI (-) SI CL

GF31.3 A A A A 35 - SI SI CL

GF31.4 A A A A 36 - SI (-) SI CL

GF31.5 A A A A 36 - SI SI CL

GF35

GF35.1 A A B B 61 - SI SI CL

GF35.2 A A B B 42 - SI SI CL

GF35.3 A A B B 41 - SI SI CL

GF35.5 A A B B 48 - NO SI CL

GF40

GF40.1 B B A A - 68 SI SI CL

GF40.2 B B A A 63 - SI (-) SI CL

GF40.3 B B A A 65 - SI (-) SI CL

GF40.4 B B A A 63 - NO SI CL

GF40.5 B B A A 62 - NO SI CL

GL III GL VI
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Tabla A.4.1.5: Anotación de transposones entre los genes MELO3C016538 y 
MELO3C016540. Versión 1.1 de la anotación transposones realizada con REPET (Flutre 
et al. 2011). Las posiciones de inicio y final hacen referencia al inicio del pseudocromosoma 
correspondiente al GL VI de la v3.5 del genoma de referencia (Garcia-Mas et al. 2012), de 
la que también ha sido obtenida la orientación de los elementos. Los elementos 
MELO3C016538, MELO3C016539 y MELO3C016540 son genes. N.D.: no disponible. 
a: superfamilias según Sanseverino et al. (2015). 
 

Elemento Superfamilia
a Posición inicio (bp) Posición final (bp) Orientación

MELO3C016538 N.D. 22.065.649 22.065.896 -

DNA_transposon MULE 22.068.057 22.068.127 -

LTR_retrotransposon gypsy 22.069.252 22.069.355 +

DNA_transposon MULE 22.070.446 22.071.974 +

DNA_transposon MULE 22.072.092 22.072.749 -

DNA_transposon CACTA 22.072.774 22.073.374 +

DNA_transposon CACTA 22.075.738 22.077.999 -

DNA_transposon CACTA 22.078.168 22.078.298 +

LTR_retrotransposon gypsy 22.093.213 22.093.321 -

LTR_retrotransposon gypsy 22.093.489 22.093.638 +

LTR_retrotransposon gypsy 22.093.892 22.094.227 -

MELO3C016539 N.D. 22.108.951 22.109.347 +

DNA_transposon CACTA 22.112.641 22.113.753 +

DNA_transposon CACTA 22.119.238 22.119.347 +

DNA_transposon CACTA 22.119.358 22.120.849 -

DNA_transposon MULE 22.123.760 22.123.862 +

DNA_transposon PIF 22.124.040 22.124.169 -

DNA_transposon MULE 22.130.863 22.130.965 -

MELO3C016540 N.D. 22.138.397 22.140.165 +  
 

Tabla A.4.2.1: Localización y propiedades fisicoquímicas de las proteínas NAC en 
melón: tamaño, punto isoeléctrico y peso molecular. Cálculos realizados con Sequence 
Manipulation Suite. Los pseudocromosomas son los correspondientes a versión 3.5.1 del 
genoma de referencia. El pseudocromosoma 0 incluye todos aquellos “scaffolds” todavía 
no anclados a ninguna región del genoma. 
 

Gen Proteínas Pseudocromosoma Longitud (aa) Punto isoeléctrico (pH) Peso molecular (KDa)

MELO3C000922 MELO3C000922P1 0 127 9,09 14,64

MELO3C001959 MELO3C001959P1 12 248 4,62 28,35

MELO3C001996 MELO3C001996P1 12 332 8,88 37,43

MELO3C002573 MELO3C002573P1 12 367 8,21 40,60

MELO3C002628 MELO3C002628P1 12 312 8,02 34,93

MELO3C003390 MELO3C003390P1/P2 4 282/343 6,25/5,69 32,39/39,46

MELO3C004604 MELO3C004604P1 5 466 7,15 51,86

MELO3C004694 MELO3C004694P1 12 238 6,26 27,72

MELO3C005563 MELO3C005563P1 9 329 6,88 37,91

MELO3C005791 MELO3C005791P1 9 393 6,59 45,19

MELO3C006814 MELO3C006814P1 6 338 6,24 39,50

MELO3C007255 MELO3C007255P1 8 220 9,24 25,10

MELO3C007888 MELO3C007888P1 8 378 5,01 43,65

MELO3C008056 MELO3C008056P1 8 457 4,73 51,17

MELO3C008534 MELO3C008534P1 5 146 9,97 17,38

MELO3C008790 MELO3C008790P1 8 330 6,94 37,24

MELO3C009236 MELO3C009236P1 4 335 4,73 38,88

MELO3C009855 MELO3C009855P1 4 283 7,14 32,45

MELO3C009980 MELO3C009980P1 4 287 5,91 33,32

MELO3C010501 MELO3C010501P1 7 117 9,60 13,43

MELO3C010555 MELO3C010555P1 7 301 7,68 33,08

MELO3C010632 MELO3C010632P1 3 294 6,74 33,50

MELO3C010923 MELO3C010923P1/P2 3 394/310 5,32/4,39 43,91/34,66  
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Tabla A.4.2.1: Localización y propiedades fisicoquímicas de las proteínas NAC en 
melón: tamaño, punto isoeléctrico y peso molecular (continuación). 
 

Gen Proteínas Pseudocromosoma Longitud (aa) Punto isoeléctrico (pH) Peso molecular (KDa)

MELO3C011164 MELO3C011164P1 3 389 9,29 43,72

MELO3C012091 MELO3C012091P1 10 392 8,06 44,50

MELO3C012114 MELO3C012114P1 10 292 8,41 33,32

MELO3C012215 MELO3C012215P1 10 419 4,83 47,21

MELO3C012390 MELO3C012390P1/P2 10 452/561 4,05/4,40 49,67/62,27

MELO3C012391 MELO3C012391P1/P3 10 449/279 6,65/7,85 49,80/30,94

MELO3C012573 MELO3C012573P1 1 325 7,40 37,35

MELO3C012873 MELO3C012873P1 4 164 9,73 19,22

MELO3C013173 MELO3C013173P1 1 560 4,75 63,27

MELO3C013287 MELO3C013287P1 1 282 6,38 32,53

MELO3C013641 MELO3C013641P1/P2 11 271/272 6,29/6,68 31,24/31,15

MELO3C013971 MELO3C013971P1 6 295 6,56 34,76

MELO3C014141 MELO3C014141P1 6 466 6,31 54,64

MELO3C014505 MELO3C014505P1 5 204 9,57 24,15

MELO3C014509 MELO3C014509P1 5 172 8,31 19,71

MELO3C014922 MELO3C014922P1/P2 6 224/159 10,13/10,26 25,37/18,05

MELO3C015355 MELO3C015355P1 2 391 7,04 45,42

MELO3C015357 MELO3C015357P1 2 482 6,76 54,14

MELO3C015427 MELO3C015427P1 2 484 7,26 54,22

MELO3C016444 MELO3C016444P1 6 433 6,80 48,78

MELO3C016536 MELO3C016536P1 6 296 7,53 33,19

MELO3C016540 MELO3C016540P1 6 353 8,58 39,38

MELO3C016767 MELO3C016767P1 7 302 6,92 33,32

MELO3C017052 MELO3C017052P1 7 302 7,46 34,39

MELO3C017185 MELO3C017185P1 2 372 8,46 41,65

MELO3C017308 MELO3C017308P1 2 344 7,42 39,39

MELO3C017754 MELO3C017754P1 7 239 9,72 27,35

MELO3C018237 MELO3C018237P1 4 318 9,27 35,72

MELO3C018242 MELO3C018242P1/P2 4 256/319 9,49/8,66 28,37/35,55

MELO3C018675 MELO3C018675P1 1 201 4,69 23,14

MELO3C019332 MELO3C019332P1 11 297 9,73 33,21

MELO3C019401 MELO3C019401P1 6 179 10,40 20,24

MELO3C019620 MELO3C019620P1 11 162 10,27 19,02

MELO3C019663 MELO3C019663P1 11 314 7,25 35,99

MELO3C019665 MELO3C019665P1 11 324 8,89 37,38

MELO3C019666 MELO3C019666P1 11 323 6,67 37,24

MELO3C019845 MELO3C019845P1/P2 3 555/553 4,38/4,38 62,32/62,18

MELO3C019954 MELO3C019954P1 3 561 4,63 63,14

MELO3C021131 MELO3C019954P2 1 452 4,38 51,29

MELO3C021587 MELO3C021131P1 9 254 6,31 29,40

MELO3C022002 MELO3C021587P1 9 327 5,83 36,34

MELO3C022117 MELO3C022002P1 9 323 8,08 36,23

MELO3C022254 MELO3C022117P1 11 359 8,15 40,58

MELO3C022342 MELO3C022254P1 11 405 6,37 45,19

MELO3C022962 MELO3C022342P1 7 257 9,51 29,31

MELO3C023195 MELO3C022962P1 11 319 8,45 36,69

MELO3C023230 MELO3C023195P1 11 298 5,67 34,19

MELO3C024115 MELO3C023230P1 1 221 4,42 25,61

MELO3C024560 MELO3C024115P1 8 151 9,64 17,84

MELO3C024561 MELO3C024560P1 8 268 6,37 30,88

MELO3C024865 MELO3C024561P1 7 247 9,69 28,25

MELO3C025099 MELO3C024865P1/P2 9 597/655 5,07/4,70 65,85/73,82

MELO3C025584 MELO3C025584P2/P3 12 366/187 8,27/9,81 42,01/21,61

MELO3C025611 MELO3C025611P1 7 359 7,75 39,49

MELO3C026180 MELO3C026180P1 2 242 6,57 27,52

MELO3C026251 MELO3C026251P1 2 295 5,84 34,42

MELO3C026521 MELO3C026521P1/P2 3 338/339 6,87/6,87 38,03/38,16

MELO3C027409 MELO3C027409P1 0 314 6,01 36,70  
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Tabla A.4.3.1: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2014. W: 
homocigoto para el alelo no mutado, M: homocigoto para el alelo mutado, H: heterocigoto. 
DAP: días tras la polinización. 
 

Familia Individuo Genotipo Cambio de color Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscisión (0-4) Infección

246 (E59K) 246.02 W SI 42 - 4

246.10 W zonal - 51 1 SI

246.15 W zonal 48 - 4

246.20 W zonal 48 - 4

246.21 W zonal 47 - 4

246.05 M SI (-) 50 - 4

246.14 M SI (-) 56 - 4

246.17 M SI (-) 52 - 4

246.03 H zonal 49 - 4

246.04 H zonal 51 - 4

432 (P129L) 432.06 W SI 42 - 4

432.07 M SI 45 - 4

432.08 M SI 47 - 4

432.10 M SI 44 - 4

432.01x05 H SI 48 - 4

432.02 H SI 42 - 4

2923 (164F) 2923.03 W SI 50 - 4 SI

2923.04 W SI 50 - 4 SI

2923.10 W SI 46 - 4

2923.13 W SI - 75 3 SI

2923.17 W SI 42 - 4

2923.02 M zonal 48 - 4

2923.06 M SI 42 - 4

2923.14 M SI 40 - 4

2923.16 M SI 45 - 4

2923.19 M SI 48 - 4 SI

4933 (A248V) 4933.02 W zonal - 59 0 SI

4933.17 W SI 40 - 4

4933.01 M zonal - 60 1 SI

4933.03a M zonal - 61 1 SI

4933.03b M zonal - 60 1 SI

4933.05 M SI - 51 3 SI

4933.09 M NO - 73 2

4933.10 M SI - 53 1 SI

4933.15 H zonal 63 - 4 SI

3717 (S256F) 3717.01 W zonal - 56 1 SI

3717.04 W SI 39 - 4

3717.13 W SI (-) 40 - 4

3717.17 W zonal - 60 1 SI

3717.08a M zonal - 57 1 SI

3717.09a M SI 45 - 4

3717.09b M SI 54 - 4

3717.15 M zonal 61 - 4 SI

3717.16 M zonal - 63 2 SI

2503 (D263N) 2503.02 W SI - 49 3

2503.03 W SI 42 - 4

2503.12 W SI - 50 1 SI

2503.15x16 W SI 43 - 4

2503.16 W SI (-) 40 - 4

2503.09 M SI 49 - 4

2503.01 H zonal - 49 2

2503.05 H zonal 48 - 4

4321 (L300F) 4321.08 W SI 47 - 4

4321.09 W SI 42 - 4

4321.10 W SI - 50 2 SI

4321.11 W zonal - 53 3 SI

4321.02 H SI 42 - 4

4321.04 H SI 47 - 4

4321.07 H SI 47 - 4

4321.14 H SI (-) 49 - 4  



8. Anexo 

196 
 

Tabla A.4.3.1: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2014 
(continuación). 
 

Familia Individuo Genotipo Cambio de color Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscisión (0-4) Infección

502 (P342L) 502.01 W SI 47 - 4

502.03 W SI 42 - 4

502.07 W SI (-) 41 - 4

502.02 M zonal 56 - 4

502.04a M SI - 63 1 SI

502.04b M zonal - 54 3

502.05 H zonal 51 - 4

503 (P342L) 503.01 W zonal - 50 0 SI

503.02 W zonal 57 - 4

503.03 H SI - 61 1 SI

Char. Mono Char.2 W NO - 68 2 SI

Char.X W SI - 49 1 SI

Char.Y W zonal - 58 3 SI  
 
Tabla A.4.3.2: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2015. W: 
homocigoto para el alelo no mutado, M: homocigoto para el alelo mutado. DAP: días tras 
la polinización. 
 

Familia Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscisión (0-4) Infección

246 (E59K) 246.2.1 W 36 41 - 4

246.2.2 W 39 - 63 3

246.2.5 W 39 - 51 3

246.2.7 W 40 47 - 4

246.2.8 W 42 63 - 4

246.2.9 W 39 - 67 3

246.2.10 W 38 40 - 4

246.2.12 W 37 41 - 4

246.2.13 W 39 - 47 3

246.2.15 W 41 - 63 3

246.14.1 M 49 59 - 4

246.14.2 M 49 51 - 4

246.14.3 M 46 57 - 4

246.14.4 M 45 50 - 4

246.14.5 M 45 - 63 3

246.14.6 M 46 - 70 3

246.14.7 M 47 - 68 3

246.14.8 M 46 49 - 4

246.14.9 M 43 46 - 4

246.14.10 M 46 51 - 4

432 (P129L) 432.6.1 W 39 64 - 4

432.6.2 W 36 39 - 4

432.6.3 W 39 - 67 3

432.6.6x7 W 37 45 - 4

432.6.7 W 37 40 - 4

432.6.8 W 37 40 - 4

432.6.9 W 37 54 - 4

432.7.1 M 44 66 - 4

432.7.2 M 44 - 65 3 SI

432.7.3x1 M 43 54 - 4

432.7.4x5 M 44 51 - 4

432.7.5 M 41 56 - 4

432.7.7x9 M 40 58 - 4

432.7.11 M 42 49 - 4

432.7.14 M 45 49 - 4

432.7.15 M 44 56 - 4  
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Tabla A.4.3.2: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2015 
(continuación). 
 

Familia Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscisión (0-4) Infección

4933 (A248V) 4933.17.1 W 39 47 - 4

4933.17.2 W 39 57 - 4

4933.17.3 W 41 - 67 3 SI

4933.17.4 W 39 - 65 3 SI

4933.17.5 W 40 - 70 3 SI

4933.17.6 W 40 - 67 3 SI

4933.17.7 W 37 40 - 4

4933.17.8 W 39 44 - 4

4933.17.9 W 37 40 - 4

4933.17.10 W 36 39 - 4

4933.1.1 M 37 42 - 4

4933.1.2 M 36 - 57 3 SI

4933.1.5 M 39 - 65 3 SI

4933.1.6 M 40 - 63 3 SI

4933.1.7 M 43 47 - 4

4933.1.8 M 43 - 71 3 SI

4933.1.9 M 41 - 67 2 SI

4933.1.12 M 39 - 67 3 SI

3717 (S256F) 3717.13.1 W 37 - 49 3 SI

3717.13.2 W 37 - 49 2 SI

3717.13.3 W 37 40 - 4

3717.13.5 W 37 - 49 1 SI

3717.13.7 W 34 - 63 3 SI

3717.13.8 W 37 - 49 3 SI

3717.13.9 W 37 49 - 4 SI

3717.13.10 W 32 40 - 4

3717.13.12 W 37 - 47 3 SI

3717.15.1 M 37 - 51 2 SI

3717.15.2 M 34 - 51 3 SI

3717.15.4 M 37 - 51 2 SI

3717.15.5 M 36 40 - 4

3717.15.6 M 37 - 66 2 SI

3717.15.7 M 37 - 66 3 SI

3717.15.8 M 36 - 51 2 SI

3717.15.9 M 32 - 42 3

3717.15.10 M 37 48 - 4 SI

2503 (D263N) 2503.12.1 W 39 - 67 3 SI

2503.12.2 W 35 - 76 3

2503.12.4 W 39 - 56 2 SI

2503.12.5 W 37 - 58 2 SI

2503.12.6 W 39 - 69 3

2503.12.7 W 39 - 70 3

2503.12.8 W 41 - 65 2

2503.12.9 W 41 - 49 3 SI

2503.12.10 W 41 - 67 3 SI

2503.12.11 W 39 - 68 3 SI

2503.7.2 M 42 - 59 2

2503.7.3 M 40 - 66 2

2503.7.4 M 39 - 58 3 SI

2503.7.6 M 39 - 42 2 SI

2503.7.8 M 38 - 54 3 SI

2503.7.9 M 42 66 - 4

2503.7.10 M 42 45 - 4

2503.7.11 M 42 - 67 3 SI

2503.7.12 M 39 - 58 3 SI

2503.7.14 M 39 - 58 3 SI  
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Tabla A.4.3.2: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2015 
(continuación). 
 

Familia Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscisión (0-4) Infección

502 (P342L) 502.3.1 W 39 43 - 4

502.3.2 W 39 43 - 4

502.3.3 W 39 - 60 2 SI

502.3.4 W 42 46 - 4

502.3.5 W 41 48 - 4

502.3.8 W 37 40 - 4

502.3.9 W 41 - 62 3 SI

502.2.1 M 39 43 - 4

502.2.2 M 42 45 - 4

502.2.3 M 42 46 - 4

502.2.4 M 44 - 47 3 SI

502.2.5 M 44 - 61 3 SI

502.2.6 M 44 54 - 4

502.2.7 M 43 47 - 4

502.2.8 M 40 49 - 4

502.2.9 M 37 - 58 3

502.2.10 M 37 40 - 4

502.4.1 M 42 48 - 4

502.4.2 M 42 - 54 2 SI

502.4.3 M 39 - 61 3 SI

502.4.4 M 43 - 47 2

502.4.5 M 39 - 56 2 SI

502.4.8 M 42 46 - 4

502.4.9 M 39 - 51 2 SI

502.4.10 M 42 - 54 2 SI

Char. Mono Mono.1.1 W 39 - 65 3

Mono.1.2 W 39 - 67 3

Mono.1.3 W 39 42 - 4

Mono.1.4 W 37 38 - 4

Mono.1.5 W 37 - 45 3

Mono.1.6 W 37 62 - 4

Mono.1.7 W 37 52 - 4

Mono.1.8 W 39 - 56 3

Mono.1.9 W 34 38 - 4

Mono.1.10 W 34 42 - 4

Mono.2.2 W 42 49 - 4

Mono.2.3 W 41 - 63 3 SI

Mono.2.4 W 39 43 - 4

Mono.2.6 W 41 45 - 4

Mono.2.7 W 39 40 - 4

Mono.2.8 W 39 49 - 4

Mono.2.9 W 39 43 - 4

Mono.2.10 W 42 52 - 4  
 
 
 
Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. A: Relación de genes DE entre 
PS|UNRIPE y PS|RIPE (contraste 1). B: Relación de genes DE entre SC3-5-1|UNRIPE 
y SC3-5-1|RIPE (contraste 2). C: Relación de genes DE entre SC3-5-1|RIPE y PS|RIPE 
(contraste 3); D: Relación de genes DE entre SC3-5-1|UNRIPE y PS|UNRIPE (contraste 
4) y E: Relación de genes DE entre las líneas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduración.



8. Anexo 

199 
 

Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (A). Relación de genes DE entre 
PS|UNRIPE y PS|RIPE (contraste 1). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (A, continuación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (A, continuación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (B). Relación de genes DE entre 
SC3-5-1|UNRIPE y SC3-5-1|RIPE (contraste 2).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (C). Relación de genes DE entre 
SC3-5-1|RIPE y PS|RIPE (contraste 3). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial. (C, continación). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D). Relación de genes DE entre 
SC3-5-1|UNRIPE y PS|UNRIPE (contraste 4). 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (D, continuación).  
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (E). Relación de genes DE entre las 
líneas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduración. 
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Tabla A.4.5.1. Análisis de expresión diferencial (E, continuación). 
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Tabla A.4.5.2: Resumen de términos GO en los genes DE entre los frutos maduros 
de las líneas PS y SC3-5-1. Se indica el número de genes asociado con cada término GO 
en los grupos de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE) separados por 
categoría. Los genes sobreexpresados e infraexpresados son en SC3-5-1|RIPE respecto a 
PS|RIPE. 
 

Categoría Código GO Descripción Nº SE Nº IE

Proceso Biológico GO:0008150 biological process 165 99

GO:0008152 metabolic process 165 92

GO:0009987 cellular process 139 95

GO:0009058 biosynthetic process 57 47

GO:0006139 nucleobase-containing compound metabolic process 42 34

GO:0006810 transport 31 35

GO:0006950 response to stress 33 11

GO:0005975 carbohydrate metabolic process 33 8

GO:0006464 cellular protein modification process 17 24

GO:0009056 catabolic process 27 6

GO:0019538 protein metabolic process 19 14

GO:0007165 signal transduction 16 14

GO:0009628 response to abiotic stimulus 17 11

GO:0016043 cellular component organization 16 10

GO:0006629 lipid metabolic process 20 4

GO:0009719 response to endogenous stimulus 13 9

GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 20 1

GO:0007275 multicellular organismal development 12 8

GO:0009791 post-embryonic development 10 7

GO:0006412 translation 3 13

GO:0000003 reproduction 8 5

GO:0009790 embryo development 9 4

GO:0019725 cellular homeostasis 6 4

GO:0040007 growth 6 4

GO:0007049 cell cycle 5 4

GO:0008219 cell death 6 3

GO:0007154 cell communication 8 0

GO:0030154 cell differentiation 4 4

GO:0009605 response to external stimulus 6 1

GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 5 1

GO:0016049 cell growth 2 2

GO:0009607 response to biotic stimulus 3 0

GO:0009991 response to extracellular stimulus 3 0

GO:0006259 DNA metabolic process 0 2

GO:0007610 behavior 0 2

GO:0009908 flower development 0 2

GO:0009835 fruit ripening 1 0

GO:0015979 photosynthesis 1 0

Función Molecular GO:0005488 binding 141 86

GO:0003824 catalytic activity 113 35

GO:0016740 transferase activity 67 38

GO:0000166 nucleotide binding 51 47

GO:0005515 protein binding 51 39

GO:0016787 hydrolase activity 63 26

GO:0016301 kinase activity 20 20

GO:0003677 DNA binding 14 21

GO:0005215 transporter activity 17 17

GO:0003674 molecular function 23 9

GO:0003700 sequence-specific DNA binding transcription factor activity 7 11

GO:0004872 receptor activity 5 9

GO:0005198 structural molecule activity 3 11

GO:0003676 nucleic acid binding 1 11

GO:0004871 signal transducer activity 4 8

GO:0003723 RNA binding 1 8

GO:0008135 translation factor activity, RNA binding 3 4

GO:0030234 enzyme regulator activity 7 0

GO:0008289 lipid binding 1 3

GO:0003774 motor activity 1 1

GO:0030246 carbohydrate binding 2 0

GO:0003682 chromatin binding 0 1

GO:0004518 nuclease activity 0 1

GO:0045182 translation regulator activity 0 1  
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Tabla A.4.5.2: Resumen de términos GO en los genes DE entre los frutos maduros 
de las líneas PS y SC3-5-1 (continuación). 
 

Categoría Código GO Descripción Nº SE Nº IE

Componente Celular GO:0005575 cellular component 68 51

GO:0016020 membrane 51 42

GO:0005622 intracellular 54 35

GO:0005737 cytoplasm 60 21

GO:0005623 cell 51 27

GO:0005634 nucleus 29 22

GO:0009536 plastid 28 6

GO:0005739 mitochondrion 27 6

GO:0005886 plasma membrane 20 13

GO:0005829 cytosol 17 3

GO:0005576 extracellular region 17 2

GO:0005618 cell wall 11 3

GO:0005783 endoplasmic reticulum 10 4

GO:0005840 ribosome 3 8

GO:0005773 vacuole 7 3

GO:0005777 peroxisome 8 1

GO:0005794 Golgi apparatus 4 3

GO:0005856 cytoskeleton 3 4

GO:0005730 nucleolus 1 4

GO:0005654 nucleoplasm 1 2

GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix 1 0

GO:0005764 lysosome 0 1

GO:0009579 thylakoid 1 0  
 
Tabla A.4.5.3: Análisis de enriquecimiento de términos GO de los genes DE entre 
los frutos maduros de las líneas PS y SC3-5-1. Para los grupos de genes 
sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE) se indica el nivel de significación (p-valor y p-
ajustado) del análisis de enriquecimiento realizado en base al número de apariciones de 
cada término GO en el grupo respecto al número de apariciones en el genoma de 
referencia. Los genes sobreexpresados e infraexpresados son en SC3-5-1|RIPE respecto a 
PS|RIPE. 
 

Grupo Código GO Descripción Nº en grupo Nº en referencia p-valor p-valor ajustado

SE GO:0008152 metabolic process 98 3311 6,08E-07 3,53E-05

GO:0003824 catalytic activity 64 2001 1,55E-05 4,49E-04

GO:0008150 biological process 129 5202 6,19E-05 1,20E-03

GO:0005777 peroxisome 6 65 1,58E-03 2,29E-02

GO:0005739 mitochondrion 18 446 2,63E-03 2,45E-02

GO:0005737 cytoplasm 57 2086 3,18E-03 2,45E-02

GO:0005975 carbohydrate metabolic process 18 460 3,65E-03 2,45E-02

GO:0030312 external encapsulating structure 9 159 3,80E-03 2,45E-02

GO:0005618 cell wall 9 159 3,80E-03 2,45E-02

GO:0000003 reproduction 8 148 8,16E-03 4,73E-02

IE GO:004871 signal transducer activity 6 81 6,55E-04 3,47E-02  
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Tabla A.4.5.4: Resumen de términos GO en los genes DE entre las líneas PS y SC3-
5-1 a lo largo de la maduración. Se indica el número de genes asociado con cada término 
GO en los grupos de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE) separados por 
categoría. En los genes sobreexpresados la expresión aumenta a lo largo de la maduración 
en la línea PS y disminuye en la línea SC3-5-1, y en los infraexpresados su expresión 
disminuye en PS y aumenta en SC3-5-1 durante la maduración. 
 

Categoría Código GO Descripción Nº SE Nº IE

Proceso Biológico GO:0008150 biological_process 18 20

GO:0008152 metabolic process 19 19

GO:0009987 cellular process 15 19

GO:0009058 biosynthetic process 10 8

GO:0006139 nucleobase-containing compound metabolic process 5 9

GO:0006810 transport 5 5

GO:0005975 carbohydrate metabolic process 5 3

GO:0006950 response to stress 0 5

GO:0006464 cellular protein modification process 4 1

GO:0019538 protein metabolic process 3 3

GO:0006629 lipid metabolic process 3 2

GO:0009056 catabolic process 0 3

GO:0009628 response to abiotic stimulus 0 3

GO:0007165 signal transduction 2 2

GO:0009719 response to endogenous stimulus 2 2

GO:0006412 translation 0 2

GO:0007154 cell communication 0 1

GO:0009605 response to external stimulus 0 1

GO:0009791 post-embryonic development 1 0

GO:0009991 response to extracellular stimulus 0 1

GO:0030154 cell differentiation 1 0

Función Molecular GO:0005488 binding 16 15

GO:0003824 catalytic activity 11 10

GO:0003677 DNA binding 7 6

GO:0005515 protein binding 6 7

GO:0016740 transferase activity 6 7

GO:0000166 nucleotide binding 5 6

GO:0016787 hydrolase activity 4 6

GO:0003700 transcription factor activity, sequence-specific DNA binding 3 4

GO:0005215 transporter activity 0 4

GO:0016301 kinase activity 3 2

GO:0003674 molecular_function 2 1

GO:0005198 structural molecule activity 0 2

GO:0003676 nucleic acid binding 1 0

GO:0004871 signal transducer activity 0 1

GO:0004872 receptor activity 0 1

Componente Celular GO:0005575 cellular component 3 8

GO:0005622 intracellular 0 8

GO:0016020 membrane 3 6

GO:0005634 nucleus 5 4

GO:0005737 cytoplasm 0 5

GO:0009536 plastid 1 4

GO:0005623 cell 0 4

GO:0005739 mitochondrion 0 3

GO:0005829 cytosol 0 3

GO:0005840 ribosome 0 3

GO:0005576 extracellular region 1 2

GO:0005618 cell wall 1 2

GO:0005773 vacuole 1 2

GO:0005777 peroxisome 0 2

GO:0005783 endoplasmic reticulum 0 2

GO:0005886 plasma membrane 0 2

GO:0005794 Golgi apparatus 1 0

GO:0009579 thylakoid 0 1  
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Tabla A.4.5.5: Análisis de enriquecimiento de términos GO de los genes DE entre 
las líneas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduración. Para el grupo de genes 
infraexpresados (IE) se indica el nivel de significación (p-valor y p-valor ajustado) del 
análisis de enriquecimiento realizado en base al número de apariciones de cada término GO 
en el grupo respecto al número de apariciones en el genoma de referencia (v3.5.1). En los 
genes infraexpresados la expresión disminuye en PS y aumenta en SC3-5-1 durante la 
maduración. 
 

Grupo Código GO Descripción Nº en grupo Nº en referencia p-valor p-valor ajustado

IE GO:0005372 water transmembrane transporter activity 3 27 3,75E-05 9,64E-03

GO:0015250 water channel activity 3 27 3,75E-05 9,64E-03

GO:0036293 response to decreased oxygen levels 2 10 2,57E-04 3,27E-02

GO:0070482 response to oxygen levels 2 10 2,57E-04 3,27E-02

GO:0019321 pentose metabolic process 2 12 3,76E-04 3,27E-02

GO:0000287 magnesium ion binding 4 142 3,81E-04 3,27E-02  
 
Tabla A.4.5.6: Genes de la ruta del etileno. Genes implicados en la síntesis, la 
señalización y la regulación de la hormona vegetal etileno anotados en el genoma de 
referencia de melón 3.5.1. 
 

Categoría Gen Categoría Gen Categoría Gen

CmSAM MELO3C012911 CmEREBP  (cont.) MELO3C004503 CmEREBP  (cont.) MELO3C011287

MELO3C023606 MELO3C005088 MELO3C011364

MELO3C024471 MELO3C005465 MELO3C011572

CmACS MELO3C021182 MELO3C005466 MELO3C011671

MELO3C016340 MELO3C005502 MELO3C011722

MELO3C007662 MELO3C005630 MELO3C011947

MELO3C005597 MELO3C005734 MELO3C012217

MELO3C010779 MELO3C005747 MELO3C012242

MELO3C019008 MELO3C005808 MELO3C012314

MELO3C015444 MELO3C005867 MELO3C012896

MELO3C006840 MELO3C005940 MELO3C013593

CmACO MELO3C014437 MELO3C005941 MELO3C013916

MELO3C004619 MELO3C005972 MELO3C013917

MELO3C007425 MELO3C006059 MELO3C013926

MELO3C010508 MELO3C006149 MELO3C014053

MELO3C019735 MELO3C006333 MELO3C014181

CmETR MELO3C003906 MELO3C006430 MELO3C014441

MELO3C006451 MELO3C006431 MELO3C014722

MELO3C015961 MELO3C006432 MELO3C015543

MELO3C022858 MELO3C006626 MELO3C015737

CmETR1 MELO3C002125 MELO3C006688 MELO3C015739

MELO3C002407 MELO3C006870 MELO3C016285

MELO3C003518 MELO3C006973 MELO3C016313

MELO3C004081 MELO3C007241 MELO3C016780

MELO3C006335 MELO3C007267 MELO3C016927

MELO3C009433 MELO3C007559 MELO3C016980

MELO3C010263 MELO3C007573 MELO3C017645

MELO3C013571 MELO3C007769 MELO3C017826

MELO3C015389 MELO3C008014 MELO3C017860

MELO3C016868 MELO3C008082 MELO3C017888

MELO3C016904 MELO3C008308 MELO3C017940

MELO3C019637 MELO3C008331 MELO3C018744

MELO3C021267 MELO3C008810 MELO3C019506

MELO3C024518 MELO3C009307 MELO3C019590

CmEIN MELO3C015210 MELO3C009441 MELO3C019725

MELO3C015633 MELO3C009889 MELO3C020448

MELO3C017592 MELO3C010341 MELO3C020847

MELO3C019931 MELO3C010425 MELO3C020971

MELO3C003696 MELO3C010466 MELO3C021079

CmEREBP MELO3C002623 MELO3C010692 MELO3C021306

MELO3C002624 MELO3C010840 MELO3C022010

MELO3C003695 MELO3C011286 MELO3C022119  



8. Anexo 

232 
 

Tabla A.4.5.6: Genes de la ruta del etileno (continuación). 
 

Categoría Gen Categoría Gen Categoría Gen

CmEREBP  (cont.) MELO3C022179 MELO3C019694 MELO3C008790

MELO3C022181 MELO3C020871 MELO3C022117

MELO3C022281 MELO3C021689 MELO3C022002

MELO3C022358 MELO3C021692 MELO3C021587

MELO3C022694 MELO3C022209 MELO3C025099

MELO3C022718 MELO3C022316 MELO3C005563

MELO3C022983 MELO3C022516 MELO3C005791

MELO3C022985 MELO3C024001 MELO3C012391

MELO3C023454 MELO3C026299 MELO3C012390

MELO3C023458 CmNAC/NAM MELO3C027409 MELO3C012215

MELO3C024315 MELO3C000922 MELO3C012114

MELO3C024520 MELO3C018675 MELO3C012091

MELO3C024989 MELO3C024115 MELO3C023195

MELO3C025608 MELO3C013173 MELO3C023230

MELO3C025726 MELO3C013287 MELO3C019332

MELO3C026158 MELO3C012573 MELO3C013641

MELO3C027196 MELO3C021131 MELO3C019620

MELO3C027289 MELO3C015355 MELO3C019663

MELO3C026738 MELO3C015357 MELO3C019665

CmAP2/ERF MELO3C003002 MELO3C015427 MELO3C019666

MELO3C010235 MELO3C017308 MELO3C022254

MELO3C015667 MELO3C017185 MELO3C022342

CmTAGL MELO3C022205 MELO3C026251 MELO3C004694

Proteosoma 26S MELO3C001305 MELO3C026180 MELO3C025584

MELO3C002335 MELO3C010632 MELO3C002628

MELO3C002930 MELO3C019954 MELO3C002573

MELO3C004083 MELO3C019845 MELO3C001996

MELO3C004136 MELO3C026521 MELO3C001959

MELO3C004218 MELO3C011164 CmHD-zip MELO3C003443

MELO3C004531 MELO3C010923 MELO3C003686

MELO3C007918 MELO3C003390 MELO3C004378

MELO3C009183 MELO3C018242 MELO3C004728

MELO3C010970 MELO3C018237 MELO3C006054

MELO3C012807 MELO3C012873 MELO3C007811

MELO3C013344 MELO3C009980 MELO3C007865

MELO3C013760 MELO3C009855 MELO3C008128

MELO3C013814 MELO3C009236 MELO3C009730

MELO3C015296 MELO3C014509 MELO3C009753

MELO3C016262 MELO3C014505 MELO3C010492

MELO3C016738 MELO3C008534 MELO3C011116

MELO3C018868 MELO3C004604 MELO3C011388

MELO3C019587 MELO3C006814 MELO3C011550

MELO3C020453 MELO3C019401 MELO3C011839

MELO3C020972 MELO3C014922 MELO3C012181

MELO3C022496 MELO3C016444 MELO3C012332

MELO3C023476 MELO3C016536 MELO3C013357

MELO3C023913 MELO3C016540 MELO3C013407

MELO3C024608 MELO3C014141 MELO3C013820

MELO3C025923 MELO3C013971 MELO3C015377

MELO3C026627 MELO3C017052 MELO3C015754

MELO3C026651 MELO3C016767 MELO3C016260

CmMADS-box MELO3C002050 MELO3C025611 MELO3C017064

MELO3C002723 MELO3C022962 MELO3C017572

MELO3C003801 MELO3C010555 MELO3C017790

MELO3C005617 MELO3C010501 MELO3C017918

MELO3C006860 MELO3C024865 MELO3C018845

MELO3C007148 MELO3C017754 MELO3C019237

MELO3C007700 MELO3C007255 MELO3C020145

MELO3C009552 MELO3C007888 MELO3C021427

MELO3C015239 MELO3C008056 MELO3C022062

MELO3C018030 MELO3C024561 MELO3C023318

MELO3C019192 MELO3C024560 MELO3C023710

CmMADS-box 

(cont.)

CmNAC/NAM 

(cont.)
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Tabla A.4.5.6: Genes de la ruta del etileno (continuación). 
 

Categoría Gen Categoría Gen Categoría Gen

CmF-box MELO3C002360 CmF-box  (cont.) MELO3C009863 CmF-box  (cont.) MELO3C015825

MELO3C002443 MELO3C010335 MELO3C015898

MELO3C002753 MELO3C010359 MELO3C016130

MELO3C003539 MELO3C010482 MELO3C016277

MELO3C003563 MELO3C010523 MELO3C016381

MELO3C003818 MELO3C010688 MELO3C016784

MELO3C004126 MELO3C010722 MELO3C016791

MELO3C004213 MELO3C010742 MELO3C016912

MELO3C004254 MELO3C010800 MELO3C017000

MELO3C004412 MELO3C010832 MELO3C017484

MELO3C004498 MELO3C011038 MELO3C017485

MELO3C005056 MELO3C011260 MELO3C017487

MELO3C005203 MELO3C011360 MELO3C017489

MELO3C005288 MELO3C011450 MELO3C017665

MELO3C005372 MELO3C011685 MELO3C017666

MELO3C005373 MELO3C011757 MELO3C017667

MELO3C005495 MELO3C011777 MELO3C017898

MELO3C005980 MELO3C011866 MELO3C017961

MELO3C006114 MELO3C011897 MELO3C017962

MELO3C006145 MELO3C012066 MELO3C018024

MELO3C006146 MELO3C012185 MELO3C018662

MELO3C006323 MELO3C012462 MELO3C018720

MELO3C006604 MELO3C012467 MELO3C019003

MELO3C006795 MELO3C013232 MELO3C019160

MELO3C006930 MELO3C013321 MELO3C019366

MELO3C007094 MELO3C013657 MELO3C019498

MELO3C007095 MELO3C013752 MELO3C020856

MELO3C007122 MELO3C013909 MELO3C020857

MELO3C007321 MELO3C014055 MELO3C021363

MELO3C007403 MELO3C014209 MELO3C021388

MELO3C007404 MELO3C014347 MELO3C021691

MELO3C007834 MELO3C014362 MELO3C022415

MELO3C007953 MELO3C014363 MELO3C022422

MELO3C008341 MELO3C014381 MELO3C024047

MELO3C008429 MELO3C014388 MELO3C024542

MELO3C008578 MELO3C014507 MELO3C024789

MELO3C008911 MELO3C014522 MELO3C025152

MELO3C009128 MELO3C014551 MELO3C025465

MELO3C009392 MELO3C014678 MELO3C025768

MELO3C009397 MELO3C014710 MELO3C025964

MELO3C009400 MELO3C014876 MELO3C026207

MELO3C009421 MELO3C014931 MELO3C026526

MELO3C009497 MELO3C015149 MELO3C026603

MELO3C009577 MELO3C015287 MELO3C027345

MELO3C009862 MELO3C015764  
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