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Resumen

La maduracién del fruto es un proceso metabdlico y fisioldégico complejo, esta altamente
regulado e influye directamente sobre la calidad organoléptica y su valor econémico. Un
compuesto importante es el etileno, y en funcién de su patrén de sintesis los frutos pueden
ser divididos en climatéricos y no climatéricos. En los frutos climatéricos ésta hormona
vegetal coordina y acelera el proceso de maduraciéon a través de la regulaciéon a nivel
transcripcional y traduccional de varios genes. Las rutas de regulaciéon génica tanto
dependientes como independientes de etileno coordinan el proceso en ambos tipos de
maduracién, aunque se conoce mucho menos sobre la maduracién no climatérica. La
existencia de variedades de melén con ambos tipos de maduracién y el avanzado desarrollo
de herramientas genéticas y gendmicas convierten a esta especie en un buen modelo para el
estudio de la maduracién del fruto.

El QTL e#h6.3, objeto de estudio de esta tesis doctoral, fue detectado junto con e#h3.5
durante la caracterizacion de la linea 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 maduracién climatérica por separado, pero
cuando estan juntos interaccionan produciendo un fenotipo climatérico mas fuerte. En este
trabajo se ha realizado el clonaje posicional de e¢#6.3 a través del desarrollo de una
poblacién de mapeo obtenida a partir de un individuo con alelos de PS en homocigosis
para eh3.5 y segregante para ezh6.3. El anilisis fenotipico de 15 recombinantes en el
intervalo del QTL permiti6 identificar el gen MEILO3C076540, miembro de la familia de
factores de transcripciéon tipo NAC en melén, como responsable de ezh6.3. Para su
validacion se buscaron mutantes en una coleccién de TILLING con fondo climatérico,
encontrandose dos familias con mutaciones dentro del dominio NAC que mostraron un
retraso en el proceso de maduraciéon respecto a frutos no mutados. El andlisis de
MEILO3C016540 en un panel con 54 variedades de melén, representativas de la
variabilidad existente dentro de la especie, revel6 una alta conservacion en los haplotipos de
este gen entre variedades con el mismo tipo de maduracidon que sugiere un papel central en
la regulacion de este proceso. Finalmente, también se inicié una nueva aproximacion para
la caracterizaciéon de MEILLO3C076540 mediante el desarrollo de construcciones genéticas
para su silenciamiento mediante RNAi en lineas portadoras de ez)6.3.

De forma complementaria, en la dltima parte de este trabajo de tesis se ha realizado un
estudio transcriptomico del fruto de la linea SC3-5-1 y PS a lo largo de la maduracion,
observandose una reprogramacion genética global entre frutos maduros de las dos lineas.
Se encontrd expresion diferencial de algunos genes implicados en procesos de maduracion
climatérica como la biosintesis y sefializacion de etileno, el reblandecimiento de la pared
celular y la biosintesis de compuestos aromaticos, asi como genes pertenecientes a las
familias de factores de transcripcion NAC, MADS-box, F-box y HD-zip.

En conjunto, este trabajo ha permitido profundizar en el estudio de la regulacion de la
maduracion en melén 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 eh6.3, 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 e#h6.3 through
the development of a mapping population obtained from an individual with PS
homozygous alleles in ezh3.5 and segregant in ezh6.3. Phenotypic analysis of 15 recombinant
lines in the QTL interval allowed the identification of MEILLO3C076540, a NAC-domain
transcription factor, as responsible of ez6.3. 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 MEILO3C076540 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 MEILLO3C016540 was started by the development of genetic constructions for gene
silencing mediated by RNAI in lines harboring e#h6.3.

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. Introduccion General

1.1. El melén (Cucumis melo L.)
1.1.1. Taxonomia y filogenia

El melon (Cucumis melo 1.) es una dicotiledonea perteneciente a la familia de las
cucurbitiaceas con un genoma diploide y un nimero cromosémico 2x=2n=24. La familia
de las cucurbitaceas contiene 130 géneros que incluyen alrededor de 800 especies (Kocyan
et al. 2007). Algunas de las mas comunes y que tienen mayor importancia econémica son:
dentro del género Cucumis el melén y el pepino (C. sativus 1..); dentro del género Citrullus 1a
sandia (C. lanatus 1..) y dentro del género Cucurbita la calabaza (especies C. moschata L. y C.
maxima L.) y el calabacin (C. pepo L.). En la Figura 1.1 se representa un arbol filogenético
con 25 especies del género Cucumis, que en total contiene alrededor de 60 especies
(Sebastian e o/ 2010). En este género, el pepino es la unica especie con un numero
cromosomico 2x=2n=14 mientras que la mayoria son 2x=2n=24, aunque hay algunas
especies silvestres 2x=2n=48 (Renner ¢ a/. 2007). La compatibilidad reproductiva entre
especies es compleja (Singh & Yadava 1984) y no siempre depende del numero
cromosomico: por ejemplo C. hystrix (2x=2n=24) es compatible con pepino pero no con
mel6n (Chen
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Figura 1.1: Reconstruccion filogenética del género Cucumis. Arbol construido a partir
de la combinacién de secuencias de DNA cloroplastico de 25 especies. El arbol esta
anclado en Muellerargia timonensis, la especie mas cercana al género Cueumis (Renner et al.
2007). Los numeros indican el soporte del nodo mediante simulacién bootstrap segun el
método de maxima parsimonia (superior, 1000 iteraciones) y maxima verosimilitud
(inferior, 100 iteraciones). Adaptada de Renner ez /. (2007).
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Se han formulado varias hipdtesis que apuntaban a un origen africano para la especie
C. melo basadas en que el numero cromosémico coincide con el de algunas especies
silvestres africanas mientras que el pepino, de origen asidtico, tiene un numero
cromosomico distinto (Kirkbride 1993; Chen ef a/ 1998). Tras el desarrollo de nuevas
técnicas de genotipado y secuenciacion esta hipotesis ha sido revisada y actualmente se
considera que el origen del melén es asiatico (Sebastian ez @/ 2010). El momento de
divergencia entre los ancestros de pepino y melon se estima que sucedié aproximadamente
hace 10 millones de afios, y el origen de la especie C. el hace 3 millones de afos en la
zona biogeografica denominada Wallacea (formada por la confluencia de Australia y el
sudeste asiatico) (Sebastian ef /. 2010). La diversificacion de la especie comenzo en la India,
considerada como el centro de diversificaciéon primario, y continué por zonas cercanas del
sudeste asiatico (Japon, China) y la regiéon mediterranea (Afganistan, Iran, Iraq o Turquia),
que son los centros secundarios de diversificaciéon (Robinson & Decker-Walters 1997; Yi ez
al. 2009). La diversificacion de la especie provocd una erosion genética observable en las
variedades mas lejanas al centro de origen (Kerje & Grum 2000; Monforte et al. 2003).
Gran parte de la expansion que el melén muestra hoy en dia se debe a las rutas comerciales
entre los centros de diversificaciéon y Europa a través de Europa del este, los Balcanes e
Italia (Pitrat ez al. 1999; Szabd et al. 2005). Actualmente se considera a Espafia como un
centro de diversificacién secundario (Esteras ef a/. 2013). La llegada del melén 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 melén 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 Africa y
Asia, especialmente la India, donde también se concentran la mayor parte de las variedades
silvestres. Las diferencias morfologicas en la hoja, planta y fruto dentro de la especie C. melo
son tan grandes que en un principio se clasificaron algunas variedades de melén 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 segun la pubescencia del ovario, con un total de 16 grupos botanicos:
subespecie agrestis (ovario glabro, grupos conomon, makuwa, chinensis, momordica y acidulus) y
subespecie melo (ovario piloso, grupos cantalupensis, reticulatus, adana, chandalak, ameri, inodorus,

flexcuosus, chate, tibish, dudaim y chito) (Pitrat 2008).

La filogenia de estos grupos botanicos ha sido estudiada durante los ultimos 25 afios
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 colecciéon de 27 variedades incluyendo
representantes de los principales grupos botanicos de las dos subespecies. El analisis de los
resultados permiti6 la separacion de las variedades en dos grandes grupos que en general se
corresponden con su clasificacion en dos subespecies (Figura 1.2). Recientemente, el
desarrollo de una plataforma de genotipado masivo de polimorfismos de nucledtido simple
(“Single Nucleotide Polymorphism”, SNP) permitié la construccion de un arbol
filogenético con 74 accesiones de melén pertenecientes a 10 grupos botanicos, con una
gran representacion de variedades comerciales de los grupos znodorus y cantalupensis (Esteras
et al. 2013). Tal y como puede verse en la Figura 1.3, los grupos botanicos mas distantes
entre si son znodorus 'y conomon, mientras que otros grupos como zomordica, flexnosus y dudaim
ocupan una posicion intermedia entre las subespecies. Dentro de la subsp. melo hay una
clara separacion genética entre los grupos znodorus y cantalupensis. Cabe destacar el hecho de
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que la mayoria de znodorus presentan frutos no aromaticos, no climatéricos y con alto
contenido en azucar, mientras que los cantalupensis son aromaticos, climatéricos y con
niveles mas bajos de aztcar. Ademas, hoy en dfa la mayoria de las variedades comerciales y
de alto interés econdémico pertenecen a estos dos grupos.

Amarillo (inodorus)
Kizan Assal (desconocido)

jer
.L/',h.,u ntais (cantalupensis)

Pl 124111 (desconocido)

unidades (du)?
D]
5

Figura 1.2: Filogenia de la especie C. melo L.: Arbol filogenético de 27 accesiones
de melén construido a partir de su genotipado con 18 SSRs. La subespecie se indica
mediante color (subsp. agrestzs: naranja; subsp. melo: verde; desconocida: gris). En caso de
estar disponible también se indica el grupo botanico segin (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 (8y)* que son proporcionales al tiempo evolutivo. Adaptado de
(Monforte et al. 2003).

1.1.2. Importancia econémica de la especie

El meléon es una especie horticola muy importante econémicamente a nivel mundial, su
produccion en el afio 2013, dltimo del que se tienen datos, fue de mas de 29 millones de
toneladas y su valor econémico se estim6 en 5.137 millones de ddlares (FAO 2013,
faostat3.fao.org). La cifra sigue creciendo de forma estable desde hace mas de 25 afios
observandose una tendencia de aumento en el rendimiento gracias al desarrollo de nuevas
variedades hibridas y a la mejora de los métodos de cultivo que compensa la disminuciéon
de la superficie cultivada en el mundo (cerca del millén 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 meldn, de los que se hablara en detalle mas
adelante.

En la lista de mayores productores mundiales, China es el lider con més de 14 millones de
toneladas, muy distanciado de Iran, Turqufa, Egipto y la India, que producen entre 1,7 y 1
millén de toneladas al afio. Por debajo del millén encontramos a Estados Unidos (980.000
toneladas) y a Espana, donde se cultivan 26.700 Ha y se producen 857.000 toneladas (FAO
2013). En cuanto a la exportacion, Espafia ocupa el primer lugar con 337.000 toneladas (el
61% de la producciéon mundial), principalmente a paises 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 afio (FAO 2012).
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Figura 1.3: Filogenia de la especie C. melo L.: Arbol filogenético de 74 accesiones
de meldn a partir de su genotipado con 768 SNPs. El grupo botanico segun (Pitrat
2008) se indica mediante color. Subsp. agrestis: conomon (5 accesiones, naranja), momordica (4
accesiones, azul claro), acidulus (1 accesion, morado) y agrestis sin clasificar (5 accesiones,
magenta). Subsp. welo (cantalupensis y reticulatus (11 accesiones, rojo), ameri (3 accesiones,
verde claro), znodorus (38 accesiones, verde oscuro), flexnosus (3 accesiones, azul oscuro),
chate (1 accesion, gris oscuro), #bish (1 accesion, gris claro), dudaim (1 accesion, marrén) y
chito (1 accesion, amarillo). Adaptado de Esteras ef a/. (2013).

1.1.3. Herramientas genéticas y genémicas disponibles

Debido a la relevancia econémica del melén durante los dltimos 15 afios se han
desarrollado una serie de herramientas genéticas y genémicas que han ayudado a la
comprension de la biologfa de esta especie, asi como a su mejora genética y el desarrollo de
nuevas vatriedades.

Una de las primeras herramientas en ser desarrolladas fueron son los marcadores
moleculares. Se han desarrollado muchos tipos de marcadores moleculares en melén
incluyendo SSRs y SNPs, que son actualmente los mas utilizados ya que existen sistemas de
deteccion de alto rendimiento automatizados y ademas son facilmente transferibles a
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programas de mejora vegetal. El desarrollo de marcadores moleculares es fundamental para
la construcciéon de mapas genéticos, que en meldn se construyen desde hace casi 20 afios
utilizando los distintos tipos de marcadores moleculares disponibles en cada momento.
Actualmente, el mapa genético de referencia de melén es el publicado por Diaz y
colaboradores (2011), que condensa en uno solo los diferentes mapas construidos a partir
de wvarias poblaciones generadas con distintas variedades por distintos grupos de
investigaciéon. 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 ultimo mapa
de mel6n publicado ha sido desarrollado utilizando solamente SNPs (580 marcadores) y ha
servido para mejorar el anclaje del genoma de referencia (Argyris ef al. 2015b).

Uno de los avances mas importantes para el estudio del melén es la secuenciacién de su
genoma (Garcia-Mas ef a/. 2012). Se utiliz6 una linea doble haploide denominada DHIL92
obtenida a partir del cruzamiento entre la variedad “Piel de Sapo” (PS) T111 (grupo
inodorus) y la variedad exodtica de origen coreano “Songwhan Charmi” (SC) PI 161375
(grupo conomon). El genoma secuenciado tiene un tamafo de 375 Mbp, que corresponde
aproximadamente a un 83% del tamafio estimado (454 Mbp, Arumuganathan & FEarle
1991). En la dltima versiéon disponible (v3.5.1) el 98% del genoma incluido en los
“scaffolds” esta anclado y el 90% de los “scaffolds” estan orientados en los 12
pseudocromosomas del melon (Argyris ef al. 2015b). La anotacién del genoma de melén
v3.5 contiene 27.427 genes, para los que se calcularon mas de 22.000 arboles filogenéticos
usando los genomas de otras 22 especies de plantas y algas, y que estan depositados en la
base de datos PhylomeDB (phylomedb.org, Huerta-Cepas ez a/. 2014). Recientemente han
sido resecuenciadas siete variedades de melén, incluyendo los parentales de la DHL92, PS 'y
SC (Sanseverino et al. 2015). Ademas de la secuencia de DNA gendmico, también esta
disponible la secuencia del DNA cloroplastico (Rodriguez-Moreno et al. 2011) y el
RNAoma de pequefio tamafio (“small RNAome”) (Gonzalez-Ibeas ez a/. 2011).

En melén fueron generadas varias genotecas de BACs (“Bacterial Artificial Chromosome”)
(Luo et al. 2001; van Leeuwen ef al. 2003; Boualem e7 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 construccion del primer mapa fisico de melon (Gonzalez ef a/. 2010), utilizado a su
vez para asistir en el ensamblado del genoma de referencia.

Las colecciones de ESTs (“Expressed Sequence Tags”) disponibles en melén (Gonzalez-
Ibeas et al. 2007; Clepet ef al. 2011) suman mas 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
gendémico sirvié de base para el disefio de una micromatriz de DNA con 17.510 unigenes
representados (Mascarell-Creus ef a/. 2009), que ha sido utilizada en distintos estudios de
raiz, fruto y resistencia a virus (Saladie e a4/ 2015; COMAV; CEBAS-CSIC). El
transcriptoma también ha sido estudiado utilizando tecnologia de secuenciacién de alto
rendimiento (RNA-seq) y ha servido para la identificacién de marcadores polimorficos
(Blanca ez al. 2011; Blanca et al. 2012) y para analisis de expresion diferencial en distintos
tejidos (Portnoy ef al. 2011; Corbacho ez al. 2013). En el capitulo 4.5 se describen con mas
detalle los estudios transcriptomicos, en especial aquellos llevados a cabo sobre el proceso
de maduracién del fruto en melén.

Una herramienta muy importante, especialmente para estudios de genética funcional, son

las colecciones de mutantes. En melén han sido desarrolladas varias poblaciones de
mutantes TILLING a partir de variedades comerciales de los grupos reficulatus (Tadmor ez
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al. 2007), cantalupensis (Dahmani-Mardas ez al. 2010) e inodorus (Gonzalez et al. 2011), lo que
facilita la identificacion y la transferencia de mutantes interesantes hacia los programas de
mejora vegetal. El TILLING se explica con mas detalle en el capitulo 4.3, en el que se ha
utilizado esta técnica para la validacién del gen candidato para el QTL ezh6. 3.

1.1.4. Mapeado de QTLs

En los dltimos 15 afos se han desarrollado un gran numero de poblaciones segregantes en
melén incluyendo F,, retrocruzamientos (“backcross”), lineas doble haploides (“double
haploid lines”, DHLs) y lineas puras recombinantes (“recombinant inbred lines”, RILs).
Los dos primeros tipos de poblacién son los mas sencillos de obtener pero los individuos
no pueden ser perpetuados indefinidamente y son poco adecuadas para el analisis de
caracteres cuantitativos de herencia compleja porque no se puede disponer de réplicas para
el fenotipado, excepto en especies con reproduccion vegetativa y arboles. Las poblaciones
de DHLs y RILs, en cambio, son inmortales y permiten el mapeo de QTLs (“Quantitative
trait /oc7’). Las variedades mas frecuentemente utilizadas en la construccion de RILs
pertenecen al grupo cantalupensis y han sido cruzadas con variedades tipo conomon
(“Védrantais” x SC, Perin ef al. 2002b), momordica (“Védrantais” x PI 124112, Perchepied ez
al. 2005a; “Harukei 3”7 x “AR 57, Fukino ez a/. 2008), otras cantalupensis (“Védrantais” x
“Isabelle”, Perchepied ez al. 2005b) y lineas de mejora hibridas derivadas de cruzamientos
exoticos (“Top Mark” x “USDA 846-17, Cuevas et al. 2008). También se han cruzado
variedades reficulatus por momordica (“Dulce” x PI 414723, Harel-Beja ¢f a/. 2010). Hasta la
fecha no hay poblaciones de RILs con variedades tipo zrzodorus como parentales, pero si se
han utilizado la variedad PS (inodorus) y 1a variedad coreana SC (comomon) para la obtencion
de poblaciones F, (Oliver ez al. 2001; Gonzalo et al. 2005) y una coleccion de DHLs
(Monforte et al. 2004).
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Figura 1.4: Construccion y genotipado de la poblaciéon de NILs “Piel de Sapo” x
“Songwhan Charmi”. Se resume el proceso de construccion de la coleccion detallado en
(Eduardo ez al. 2005): partiendo de 30 lineas doble haploides (IDHLs) obtenidas a partir del
cruzamiento de los dos parentales y tras cuatro generaciones de retrocruzamientos con PS
y autofecundaciones, se obtuvo una coleccion de 57 lineas (de las cuales se representan 49
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en esta figura) que contienen una introgresion del genoma de SC en el fondo genético de
PS. A la derecha se representa graficamente el genotipado de 49 NILs utilizando 978 SNPs
(Argyris et al. 2015a) en el que las filas representan las lineas 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 sefialan las regiones en las que no hay datos de
genotipado. Adaptado de Eduardo ez a/. (2005) y Argyris ef al. (2015a).

Es especialmente relevante para este trabajo de tesis la coleccion de lineas casi isogénicas
(“Near Isogenic Lines”, NILs) de melén (Eduardo e a/. 2005). Este tipo de poblacion
consiste en un conjunto de lineas que contienen introgresiones en homocigosis de un
parental donante en el fondo genético de un parental recurrente, y cuando la coleccion
completa representa todo el genoma donante pueden ser consideradas como genotecas
gendmicas de introgresiones solapantes (Eshed & Zamir 1995). Las NILs son un recurso
muy importante, ya que son lineas homocigotas que permiten el estudio de caracteres
cuantitativos de herencia compleja como si tuvieran herencia simple, facilitando el mapeo
de QTLs. La coleccion de NILs de melon contiene introgresiones de SC (parental donante)
sobre el fondo genético de PS (parental recurrente) y esta formada por 57 lineas que cubren
el 85% del genoma de SC con un tamafio medio de 41 cM por introgresion (Eduardo ez a/.
2005). Recientemente la coleccion de lineas ha sido genotipada utilizando 978 SNPs, lo que
supone una mejora sobre el original realizado con 62 SSRs, definiéndose como mayor
precision el tamafio de las introgresiones y encontrandose algunas introgresiones
adicionales inicialmente no detectadas (Argyris ez a/. 2015a). En la Figura 1.4 se representa
graficamente el genotipo de 49 NILs y un resumen del proceso de obtencién de la
coleccion.

Gracias al desarrollo de poblaciones segregantes como RILs y NILs ha sido posible el
estudio de numerosos caracteres de interés agrondémico 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 agronémico serfan aquellos relacionados con la calidad del fruto. En melén se han
mapeado QTLs asociados con el peso y la forma (Perin ef a/. 2002b; Monforte et al. 2004;
Eduardo ef al. 2007; Zalapa et al. 2007; Patis et al. 2008; Diaz et al. 2014), la firmeza y la
textura (Moreno e al. 2008), el contenido en azucares y en acidos organicos (Monforte ez al.
2004; Eduardo ez a/. 2005; Sinclair ¢ a/. 2006; Eduardo e a/. 2007; Patis ef /. 2008; Obando-
Ulloa e# al. 2009; Park e al. 2009; Harel-Beja ez al. 2010), el color de la pulpa (Monforte ez a.
2004; Fukino ef al. 2008; Paris et al. 2008; Cuevas et al. 2009; Harel-Beja e al. 2010), y la
produccién de compuestos volatiles y de otros metabolitos secundarios (Cuevas ez a/. 2008;
Harel-Beja ¢z al. 2010; Chaparro-Torres ef al. 2015). En melén también se han caracterizado
QTLs relacionados con la maduracion climatérica, muy relevantes para este trabajo de tesis,
que seran 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
melon como “Charentais”, “Cantaloup”, “Piel de Sapo”, “Hami melon” y “U.S. Western
Shipper” (Diaz et al. 2011).

Un segundo grupo de caracteres de interés agronémico serian los relacionados con la
estabilidad y durabilidad del fruto postcosecha, para los que se también se han localizado
QTLs en melon (Fernandez-Trujillo e al. 2007).
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Por dltimo, el tercer grupo de caracteres de interés agronomico consistitfa en las
resistencias a plagas y enfermedades, muy demandadas tanto por productores como por
mejoradores. En melén se han mapeado genes mayores de resistencia a varios virus (Perin
et al. 2002b; Essafi er al. 2009; Guiu-Aragonés et al. 2014), a hongos responsables de la
tusariosis (Brotman ez a/. 2005; Perchepied ef a/. 2005b) y al oidio (Perchepied ef a/. 2005a;
Fukino e al. 2008; Yuste-Lisbona ez a/. 2011).

1.1.5. Identificacién de genes de interés mediante clonaje posicional

Tras la deteccion de QTLs o genes mayores y su mapeado a una regiéon del genoma del
melon, el siguiente paso para la comprension genética de los caracteres es la identificacion
del gen o genes responsables de las diferencias fenotipicas. La estrategia del clonaje
posicional se basa en la identificacion de marcadores genéticos estrechamente ligados al gen
y a la generaciéon de eventos de recombinacion préoximos al mismo, de forma que tras
varios eventos de recombinacion e incrementando la resolucion del mapa genético, los
marcadores mas ligados al gen son utilizados para la construccion de un mapa fisico en el
que sera seleccionado el gen candidato.

Aunque en melén hay disponibles mapas genéticos saturados y una gran cantidad de
marcadores moleculares, el proceso de clonaje posicional es dificil y, comparado con el
numero de caracteres estudiados el numero de genes clonados sigue siendo bajo. Debido a
la dificultad afiadida de estudiar caracteres de herencia compleja, hasta la fecha en melén no
ha sido clonado ningin QTL, aunque si algunos genes mayores. En esta especie se han
clonado los genes mayores Fom-1 y Fom-2 responsables de la resistencia a Fusarium
oxcysporum razas 0,2 y 0,1 respectivamente (Joobeur ef al. 2004; Brotman ez al. 2013); el gen
Vat, responsable de la resistencia a la transmision de virus por afidos (Pauquet ez a/. 2004);
el gen nsv, responsable de la resistencia al virus MINST” (Nieto ez al. 20006). Relacionados con
la fisiologia de la flor, han sido clonados los genes a (andromonoecions) y g (gynoecions),
responsables de la determinacién sexual en melén y cuyas combinaciones dan lugar a los
distintos tipos de flor: A4AGG (monoicas, flores masculinas en el tallo principal y
femeninas en las ramas laterales), «aGG (andromonoicas, flores masculinas en el tallo
principal y hermafroditas en las ramas laterales) .4.4gg (ginoicas, solo flores femeninas en
ramas laterales) y aagg (hermafroditas, sélo flores hermafroditas en ramas laterales)
(Boualem ez al. 2008; Martin ez al. 2009). Recientemente, también han sido clonados los
genes CmPH, responsable de la acidez del fruto de melén (Cohen ez a/. 2014); COR, que
gobierna la pigmentacion de la pulpa del fruto (Tzuti ez al. 2015); y CmKEB, involucrado en
la pigmentacion del exocarpo del fruto (Feder ez al. 2015).

Tras la seleccion de un gen candidato mediante clonaje posicional hay varios métodos que
pueden utilizarse para su validacion. De los genes mayores clonados en melén Fom-1 'y
Fom-2 tueron validados mediante la evaluacion de un panel de accesiones; 1at, nsvy CrPH
y CmKEB mediante expresion heterdloga; CzOR mediante la evaluacién de un panel de
accesiones y expresion heterdloga; y finalmente « y ¢ mediante la obtencién de mutantes
por TILLING. Hasta la fecha ningtin gen mayor ha sido validado mediante transformacion
genética en meldn debido a la dificultad que conlleva obtener plantas transgénicas en esta
especie. En el presente trabajo se utilizan como métodos de validacion del gen candidato la
evaluacion de un panel de variedades (cap. 4.2), el TILLING (cap. 4.3) y la transformacion
genética (cap. 4.4).

16



1. Introduccion General

1.2. La maduracion 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 azucares,
fibra, carotenoides, polifenoles, esteroles, vitaminas y acidos grasos poliinsaturados
(revisado por Seymour ¢ al. 2013). Por eso, los frutos han suscitado un gran interés entre la
comunidad cientifica que ha buscado entender los mecanismos moleculares implicados en
su desarrollo y maduracion para mejorar la calidad del fruto y optimizar las técnicas de
produccion y de manipulaciéon post cosecha (Handa ez 2/ 2014).

Clasicamente, la maduracién del fruto ha sido dividida en dos categorfas: climatérica y no
climatérica (McMurchie ef al. 1972; Lelievre ez al. 1997). Esta clasificacion esta basada en la
presencia de un aumento en la respiracion en el fruto acompafiada de una rapida
produccién de la hormona vegetal etileno al comienzo de la maduraciéon climatérica. Por
otro lado, en los frutos no climatéricos, la tasa de respiraciéon y produccion de etileno se
mantienen bajas y el proceso de maduraciéon es mas lento. Algunas especies con frutos
tipicamente climatéricos son la manzana, el aguacate, el platano, la pera, el melocotén y el
tomate; y especies como la fresa, la uva y las naranjas serfan ejemplos de frutos no
climatéricos.

LLa maduracién del fruto es un proceso complejo y altamente regulado durante el cual se
producen una serie de cambios fisiolégicos y metabdlicos con el fin de proteger las semillas
de las condiciones ambientales y favorecer su dispersiéon (Giovannoni 2001). Aunque existe
una gran variabilidad entre especies, la mayorfa de los cambios sucedidos en el proceso de
maduracion estan relacionados con la sintesis de pigmentos, el desarrollo de sabor y olor, la
acumulacion de azdcares y la modificacion de la textura (Hiwasa-Tanase & Ezura 2014). El
hecho de que ambos tipos de maduracién compartan ciertas caracteristicas indica que
existen procesos moleculares comunes a pesar de las diferencias en la sintesis de etileno y la
respiracion. En cuanto al sistema de regulaciéon de la maduraciéon, cabe destacar su
complejidad ya que estan implicadas hormonas vegetales, factores de transcripcion y
factores ambientales como la luz y la temperatura (Giovannoni 2004).

Gran parte del conocimiento actual sobre la maduraciéon proviene de trabajos en tomate,
especie modelo de la maduracion climatérica (Alexander & Grierson 2002; Klee 2004). La
maduracién no climatérica, mucho menos estudiada, tiene como especie modelo la fresa.
En el caso del melén se dan ambos tipos de maduraciéon 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
maduracion (Ezura & Owino 2008). La maduracién del fruto en meldn, tema central de
esta tesis, sera explicada con mas detalle en el apartado 1.3.

1.2.1. Biosintesis de etileno durante la maduracion del fruto

El etileno es una hormona vegetal que esta implicada en una gran cantidad de procesos
muy importantes para el desarrollo de la planta (como el desarrollo floral, la determinacion
sexual, la maduracién y la abscision del fruto y la senescencia en diversos o6rganos
vegetales) y para los mecanismos de defensa frente a estrés bidtico y abidtico (Abeles ef 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
maduracion. En estos tipos se produce un rapido incremento en la biosintesis de etileno al
inicio del proceso de maduracién y, mediante una regulaciéon autocatalitica, induce la
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producciéon de mas etileno, acelerando todos los cambios bioquimicos y fisiolégicos que
dan lugar al fruto maduro (McMurchie ef al. 1972).

En las plantas, el etileno se sintetiza a partir del aminoacido metionina en tres reacciones
consecutivas, representadas en la Figura 1.5: (1) la conversion de [-metionina en
S-Adenosil-L-metionina (SAM); (2) la conversion de SAM en acido 1-aminociclopropano
1-carboxilico (ACC); y (3) la conversion de ACC en etileno (Zarembinski & Theologis
1994).
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Figura 1.5: Esquema de la biosintesis y sefializacion del etileno. Se representa su
biosintesis a partir de I-metionina, su percepcion y la transmisién de sefial hasta el nucleo,
en donde desencadena una cascada de factores de traduccién (se representan los mas
importantes en tomate) que regulan la expresion de los procesos de maduracién 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, LeERFG6 y SINAC4) y el control de la expresion que se ejercen entre ellos o sobre
las dos principales enzimas biosintéticas de etileno: ACO y ACS. Las lineas con punta de
flecha y punta roma indican activacion e inhibicion, respectivamente. Las lineas punteadas
indican ausencia de evidencia experimental directa. Adaptado de Vegas (2014).
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La sintesis 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 conversion de
SAM en ACC, para volver a formar I-metionina (Yang & Hoffman 1984). Las tres
enzimas que catalizan estas reacciones son, respectivamente: SAM sintasa, ACC sintasa
(ACS) y ACC oxidasa (ACO), y su regulaciéon es uno de los puntos clave del control de la
maduracion climatérica. El proceso de biosintesis de etileno en general fue estudiado en
Arabidopsis aunque su implicacion en la maduracion del fruto se estudié en tomate (Klee
2004). En tomate, la familia ACS esta compuesta por nueve genes, de los cuales solamente
dos (LeACS2 y LeACS4) estan implicados en la sintesis climatérica de etileno (revisado por
Lin et al. 2009). La familia ACO en tomate consta de cinco genes, de los cuales LeACOT7 es
la que mayor expresion presenta durante la maduraciéon del fruto, aunque LeACO3 y
LeACO4 también podrian estar implicados en el proceso (Lin ef al. 2009).
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Figura 1.6 Ciclo de Yang. Se representan esquematicamente las principales reacciones
que forman parte del ciclo de Yang, o ciclo de la metionina, en el que el producto
secundario de la conversion de S-Adenosil-I-metionina en ACC es reciclado en
I-metionina a través de cuatro reacciones enzimaticas. Las principales enzimas
biosintéticas de etileno (ACO y ACS) se destacan con circulos. Adaptado de Grierson
(2014).

La biosintesis de etileno esta regulada a nivel transcripcional y postranscripcional.
Tradicionalmente, numerosos trabajos han considerado la expresiéon de ACS como el
principal punto de control sobre la sintesis de etileno, pero también se han encontrado
evidencias de que un control similar existe sobre .ACO a nivel transcripcional (Lin e al.
2009). Algunos factores de transcripcion implicados son RIN, T/ AGL 1y L.eHB-1, de los que
se hablara mas adelante. La regulacion postranscripcional, mediante el control de la
estabilidad de las proteinas, se ha estudiado en el caso de las ACS, que son fosforiladas para
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evitar su degradacién por parte del proteosoma 26S (Liu & Zhang 2004; Joo ez al. 2008),
pero no se conoce si existen mecanismos similares en el control de las ACO.

Los componentes de la ruta de transduccion de sefial 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 sefializacion
consiste en la percepcion del etileno por parte de unos receptores de membrana
denominados ETR (“Ethylene Receptor”). Estos receptores actian como reguladores
negativos de la sefalizacién: en ausencia de etileno suprimen activamente la sefial de
etileno. En presencia de la hormona se elimina la supresiéon y son capaces de transmitir la
sefial al siguiente elemento de la ruta. En tomate se han descrito siete receptores ETR:
LeETRT, LeETR2, NR, LeE'TR4, LeETRS, 1eETR6 y LeETR7 (Klee & Giovannoni 2011).
Una mutacion 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
endégeno como exdgeno en todos los tejidos analizados, y que inhibe el proceso de
maduracién del fruto (Lanahan ez a/. 1994; Yen et al. 1995). La expresion de los receptores
varfa segun el tejido, siendo NR, LeETR4 y LeETR6 los mas abundantes durante la
maduracion del fruto (Klee & Giovannoni 2011). Al unirse a etileno, los ETR interactian
con el regulador negativo CTR (“Constitutive Triple Response”), inactivandolo. Los genes
CTR pertenecen a la familia de MAP-kinasa kinasa kinasa (MAPKKK) y forman parte de la
cascada de sefializaciéon de la hormona (Gao ez 4/ 2015). En tomate la familia CTR consta
de cuatro genes, de los cuales LeCTR7, LeCTR3 y LeCTR4 muestran expresion especifica
en tejidos del fruto durante el proceso de maduracion (Leclercq ef al. 2002; Adams-Phillips
et al. 2004). El resultado de la inactivaciéon de CTR es la activacion de un regulador positivo
llamado EIN2 (“Ethylene Insensitive 2”) (Hirayama & Alonso 2000). EINZ2 pertenece a
familia de transportadores de metales Nramp, su expresion es independiente de etileno y
no muestra diferencias entre los distintos estadios de desarrollo y maduracién del fruto
(Roman e al. 1995). Algunos autores han propuesto que podria ser un centro de
integraciéon de la sefial de varias hormonas durante el desarrollo en plantas (Cara &
Giovannoni 2008). El siguiente paso en la ruta de sefalizacion es la activacion por parte de
EIN2 de miembros de la familia de factores de transcripcion EIL (“EIL3-like”). En
tomate, la familia EIL consta de cuatro genes (Tieman ez 2/ 2001), de los cuales solamente
LeEII 4 muestra expresion dependiente de etileno y los otras tres (LeEIL7-3) son
reguladores positivos de la respuesta a etileno (Cara & Giovannoni 2008; Yokotani ez al.
2009). Las proteinas EIL controlan la expresion de genes ERF (“Ethylene Response Factor”) a
través del reconocimiento de motivos PERE (“Primary Ethylene Response Elements”) en
sus regiones promotoras (Solano ez a/. 1998). Las proteinas EIL inician una cascada de
factores de transcripcién que incluyen a las proteinas ERF y que tiene como resultado la
expresion de genes relacionados con la maduracion climatérica del fruto. Los genes ERF
(también referidos como EREBP de “Ethylene-Response Element-Binding Factor”) contienen un
dominio muy conservado de unién a DNA denominado AP2/ERF a través del cual
regulan la expresion de genes relacionados con los procesos de maduracion climatérica del
fruto. En tomate se han caracterizado varios ERF como [LeERF1-6, LePti4-6 y LeAP2a
(Tournier ¢ al. 2003; Klee & Giovannoni 2011; Lee et a/ 2012), de los cuales [LeERF2,
LeERE3D, LePti4, IeAP2a y 1.eERF6 muestran acumulaciéon en el fruto maduro. Sharma y
colaboradores (2010) detectaron 85 genes ERF, de los cuales 57 mostraron expresion
deferencial entre las diferentes etapas del desarrollo y maduracion del fruto en tomate.

En la transduccion de sefial del etileno la regulacion gira en torno a los receptores ETR. Su
naturaleza de regulador negativo de la maduracién y el hecho de que la unién a etileno
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provoque su degradacién sugiere un papel central en la determinacién del inicio de la
maduracion y en la sensibilidad a la hormona (Kevany e a/. 2007).

1.2.2. Regulacién genética de la maduracion del fruto

El control del proceso de maduracion 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 expresion de genes que contribuyen al proceso de maduracién, incluida la propia sintesis
de etileno (Giovannoni 2004; Barry & Giovannoni 2007). Sin embargo, algunos aspectos de
la maduracion del fruto en especies climatéricas no estan exclusivamente regulados por
etileno. En meldn, papaya y pera se ha estudiado la relaciéon entre la hormona y los
diferentes procesos de maduracion encontrandose 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 melon el proceso lo es tan solo parcialmente (Flores ez al.
2001; Hiwasa ez al. 2003; Moya-Leon ef al. 2004). La complejidad de los procesos llevados a
cabo durante la maduracién del fruto sugiere la presencia de un sistema de regulacién a
nivel transcripcional que coordine la produccién de la hormona dentro del programa de
desarrollo del fruto (Giovannoni 2004; Klee & Giovannoni 2011).

Gracias al estudio de mutantes para la maduracién en tomate, se han podido clonar tres
factores de transcripcion que actuan como reguladores clave del proceso: RIN (“ripening-
inhibitor”), CNR (“Colorless non-ripening”) y NOR (“non-ripening”) (Vrebalov ez al. 2002;
Manning et al. 2006; Klee & Giovannoni 2011). Las mutaciones rin, Cur'y nor dan lugar a
frutos completamente desarrollados y con semillas fértiles pero que no inician la
maduracién y permanecen en estadio “mature green”. Esto se debe a que se produce una
inhibicién de los procesos caracteristicos de la maduracion climatérica del fruto como la
transicién hacia una biosintesis autocatalitica de etileno, el incremento de la tasa de
respiracion, la degradacion de clorofilas y sintesis de pigmentos, el reblandecimiento de la
pulpa y el desarrollo de aromas (Robinson & Tomes 1968; Tigchelaar ef al. 1973; Tigchelaar
& McGlasson 1978; Thompson ez al. 1999; Kovacs ez al. 2009). Ademas, los frutos de los
tres mutantes no maduran tras la aplicacion externa de etileno pero si se produce un
aumento de expresion de los genes de respuesta a esta hormona tanto en el fruto como en
otros tejidos (Giovannoni 2007). Estas caracteristicas sugieren que el control de estos tres
factores de transcripcion sobre el proceso de maduraciéon climatérica esta situado por
encima del ejercido por el etileno, del que también controlan su biosintesis, 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 transcripcion, junto con el de otros descritos mas
adelante, sobre el proceso de maduracion.

RIN (también denominado LeM.ADS-RIN) codifica para un factor de transcripcion de la
familia MADS-box cuya expresion se localiza en el nucleo y solo se acumula a partir del
inicio de la maduracién (Vrebalov ez a/. 2002). La proteina RIN forma dimeros y es capaz
de unirse a motivos CArG en los promotores de mas de 200 genes, entre los que se
incluyen los factores de transcripcion NOR, CNR, TDR4 y HB-1, ademas del propio
promotor de RIN, y de otros genes relacionados con la biosintesis de etileno, la producciéon
de compuestos aromaticos y la degradacion de la pared celular (Ito ef ol 2008; Fujisawa ez
al. 2011; Martel ez al. 2011; Osortio et al. 2011). Estudios de interacciéon entre RIN y varios
genes implicados en la sintesis de etileno sugieren que RIN serfa el responsable de la
transiciéon hacia la biosintesis climatérica de etileno induciendo directamente la expresion
de LeACS2 e indirectamente la de otros genes como LeACS4 (Barry ef al. 2000; Yokotani ez
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al. 2009; Fujisawa et al. 2011). Estudios en fresa, especie de frutos no climatéricos,
revelaron que un ortélogo de RIN (FaMADSY) se expresa durante la maduracién y que su
silenciamiento mediante RNAi provoca un retraso en el proceso de maduracion, por lo que
este gen podria representar un mecanismo de control muy conservado entre ambos tipos
de maduraciéon (Vrebalov et al. 2002; Seymour ¢t al. 2011). En silenciamiento de un
miembro de la misma familia que RIN también produce un fenotipo similar en arandano
(especie de maduracién no climatérica) (Jaakola ez a/. 2010).

El mutante Cur esta causado por una mutacion epigenética que aumenta el nivel de
metilaciéon en el promotor de un factor de transcripcion de la familia SBP-Box
(“SQUAMOSA  promoter binding protein”) denominado CNR, disminuyendo su
expresion (Manning ef a/. 2000). La proteina CNR es capaz de unirse a promotores de la
familia de genes SQUAMOSA, que son factores de transcripcion de la familia MADS-box
(Huijser e# al 1992). Las proteinas RIN y CNR interactian controlandose la expresion
mutuamente, aunque no se conoce el mecanismo, demostrando la gran complejidad de la
red de regulacién de estos factores de transcripcion (Martel ez al. 2011).

Una mutaciéon en el gen NOR (también denominado S/NAC-NOR), perteneciente a la
familia NAC de factores de transcripcion, es la responsable del fenotipo del mutante #or, 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 transcripcion mas grandes en Arabidopsis y estan
relacionados con una gran variedad de procesos biolégicos como el crecimiento y el
desarrollo de la planta, la defensa frente a estrés bidtico y abidtico, la senescencia y la
maduracién del fruto (revision por Puranik ez a/. 2012). Cabe destacar la existencia de otro
mutante natural en el Jocus NOR (Patente WO 2009/112546 A1) denominado dfd (“delayed
fruit deterioration”) en algunas publicaciones, que presenta una larga vida postcosecha y
una reduccion en el reblandecimiento de la pulpa del fruto respecto a los frutos sin mutar.
La mutacién provoca que en los frutos dfd el depdsito de cutina continte durante toda la
maduracién, en contraste con los frutos sin mutar donde el proceso disminuye en las
ultimas fases, reduciendo la pérdida de agua mediante transpiraciéon y manteniendo una alta
turgencia celular, que a su vez reducen el reblandecimiento de la pulpa (Saladie ez 2/ 2007).

Los factores de transcripcion RIN, CNR y NOR juegan un papel central en el control
global del proceso de maduracién pero las interacciones entre ellos y el modo en el que
actian es todavia objeto de estudio. La principal hipétesis es que NOR y RIN actian
conjuntamente en la regulaciéon de la maduracién (Giovannoni ef al. 1995; Thompson ef al.
1999) en algun punto por encima del control de CNR (Cara & Giovannoni 2008).
Recientemente, Osorio y colaboradores (2011) sugirieron que NOR podria regular en un
orden superior a RIN porque tiene un mayor control sobre la sintesis de etileno y la
expresion de genes relacionados con la maduracion.

Otros factores de transcripcion que también estin involucrados en la regulacién de la
maduracion en tomate son TAGLT, ILeHB-1, SINAC4, .eAP2ay 1.eERFG.

TAGLT (“TOMATO AGAMOUS-LIKE 17) es otro factor de transcripcion de la familia
MADS-box que regula positivamente la maduracién interaccionando fisicamente con el
promotor de LeACS2 (Itkin ez al. 2009; Vrebalov ez al. 2009). Sorprendentemente, la
sobreexpresion de T/AGLT da lugar a una gran variedad de alteraciones fenotipicas en las
flores incluyendo la formacion de sépalos carnosos en los que se acumula licopeno. La
insercion de un elemento T-DNA en la regién 5-UTR  del gen (mutante Arlequin o Alg)
causa su expresion ectopica y también da lugar a la formacién de sépalos carnosos
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(Gimenez ez al. 2010). Curiosamente, la expresion ectopica de T/AGLT en los mutantes 7212 y
nor causa una recuperacion parcial de la maduracion del fruto, sugiriendo que T/AGLT es un
factor de transcripcién situado por debajo de RIN y INOR en la cascada de regulacion,
aunque también pone de manifiesto la complejidad de las relaciones entre estos factores de
transcripcion (Vrebalov ef al. 2009).

ILeHB-1 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia HD-zip y es necesario, a
través de su interacciéon con el promotor, para la expresion de LeACO7 en tomate. La
expresion de LeHB-7 es alta durante el desarrollo del fruto pero disminuye al inicio de la
maduracion, y su silenciamiento provoca una disminucion de la expresion de LeACOT
junto con un descenso en la sintesis de etileno que retrasa en la maduracion del fruto (Lin ez
al. 2009).

El factor de transcripcion S/NACH es el que ha sido descubierto mas recientemente y
pertenece a la familia de genes NAC (Zhu ef a/. 2014). Este gen esta relacionado con la
regulaciéon de la acumulacién de carotenoides en tomate, es un regulador positivo de la
maduracién del fruto y también juega un papel importante en la respuesta a estrés abidtico.
En la escala de regulacion, S/NACH estarfa situado por encima del nivel del etileno aunque
su relaciéon con los demas factores de transcripcion no es todavia clara aunque podria
interaccionar fisicamente con las proteinas RIN y NOR.

Los factores de transcripcion LeAP2a y LeERFG pertenecen a la familia de genes
AP2/ERF y ambos son reguladores negativos del proceso de maduracién que de algin
modo compensan la regulacién positiva ejercida por los anteriores. En el caso de LeAP2a,
su expresion es especifica de fruto y estaria situado por debajo de RIN, NOR y CNK en la
escala de regulacion y serfa capaz de interaccionar fisicamente con el promotor de CNK
(Chung ez al. 2010; Karlova ez al. 2011). Por otro lado, I.eEERF6 esta involucrado en la
regulacion de la biosintesis de carotenoides y de etileno a través de la interaccion directa
con los promotores de algunas enzimas implicadas en el proceso, pudiendo actuar como un
integrador de ambas rutas metabolicas (Lee ez a/. 2012).

Ademas del etileno se han encontrado evidencias de que otras hormonas influyen sobre el
proceso de maduracién, entre las que cabe destacar el acido abscisico (ABA) y las auxinas.
En el primer caso, la produccion de ABA aumenta durante la maduracion en frutos de
especies tanto climatéricas como no climatéricas (revisado en Hiwasa-Tanase & Ezura
2014). En tomate, el silenciamiento del gen LeNCEDT (9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa), fundamental en la sintesis de ABA, produce una inhibicién del
reblandecimiento de la pulpa y un aumento de la vida post cosecha del fruto pero no inhibe
la sintesis de etileno ni la sintesis de pigmentos (Sun ez a/. 2012). En el caso de las auxinas,
durante la maduracién del fruto de tomate se produce una eliminaciéon del efecto de esta
hormona a través de su conjugacion (Karlova ez a/. 2011) y de la supresion de los genes de
respuesta a auxinas 4RF mediada por RIN (Kumar e a/. 2011).

1.2.3. Otros factores implicados en la regulacion de la maduracién del fruto

Respecto a la regulaciéon de la maduracién no climatérica, actualmente no hay ningin
candidato como regulador principal analogo al etileno en las especies climatéricas aunque
este tipo de maduraciéon ha sido mucho menos estudiado. Algunos estudios sugieren que
ambos tipos de maduracién comparten los mismos componentes de la ruta de sefializacién
de etileno y que, en fresa, esta hormona parece ser necesaria para la maduraciéon aunque su
papel no es tan relevante como en frutos climatéricos (Osorio ef al. 2013). También se han
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encontrado elementos reguladores en comun, como el factor de transcripcion MADS-box
FaMADS9 analogo al RIN de tomate, que controla la maduracién en fresa (Seymour ez 4.
2011). En especies no climatéricas como la fresa y la vid se han encontrado evidencias de
que la fitohormona acido abscisico tiene un efecto sobre la regulacién de la maduracion
(Davies et al. 1997; Jia et al 2011). Otras fitohormonas que también podrian estar
involucradas son los brasinoesteroides, auxinas, citoquininas, acido giberélico y poliaminas,
pero su relaciéon con la maduracion tanto climatérica como no climatérica ha sido poco
estudiada (revisado por Davies & Béttcher 2014).

En los udltimos anos, el desarrollo de nuevas técnicas experimentales ha despertado el
interés en el estudio de la maduracion 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 regulaciéon postranscripcional, han sido vinculados con el control de la
maduracion en tomate, probablemente a través del control de la expresion de RIN (Gao ez
al. 2015). La epigenética, definida como un fenémeno que cambia el resultado de un gen
sin alterar su secuencia de DNA, generalmente a través de la modificacién de la cromatina
pero también a causa de la insercién de transposones o la recombinacion de DNA, ha
generado un interés creciente en los ultimos afios (Goldberg ef o/ 2007). L.a modificacion
epigenética mejor estudiada y mas importante es la metilacion de residuos de citosina y es
una modificacién estable y hereditaria, aunque, con el tiempo, puede producirse una
desmetilacion pasiva (Law & Jacobsen 2010).

El primer vinculo que se ha encontrado entre la epigenética y la maduracion del fruto de
tomate tuvo lugar durante la caracterizacion del mutante Crr, en el que diferencias en la
metilacion del promotor del gen CNR impedian su unién al promotor de RIN inhibiendo
su expresion (Manning ez o/ 2000). Recientemente, Chen y colaboradores (2015a) han
descrito que la base de la heredabilidad de la mutacion epigenética en Crnr es una metilasa,
LeCMT3, que es necesaria para el mantenimiento del alelo Crry de su fenotipo. A lo largo
del desarrollo del fruto se lleva a cabo una desmetilacién progresiva global de los sitios de
inicio de la transcripcion (TSS), mientras que en los mutantes Cnry rin los niveles de
metilacion se mantuvieron siempre altos (Zhong ez a/. 2013). Las regiones diferencialmente
metiladas de los genes controlados por RIN estan situadas muy cerca o se solapan con los
sitios de unién del factor de transcripcion, y la expresion de dichos genes aumenta al
disminuir el nivel de metilacién, lo que sugiere un papel fundamental de las dinamicas del
epigenoma en el control del proceso de maduracién en tomate. Liu y colaboradores (2015)
demostraron que la desmetilacién es un requerimiento para la maduracion del fruto y que
existe una relacién causa-efecto entre la hipermetilacién de algunos promotores especificos
y la represion de la expresion génica. En ese contexto, la demetilasa S/DMI_.2 parece ser el
principal elemento regulador del proceso de desmetilacion, y el modelo de interaccion entre
los factores de transcripcion y la metilacion serfa el representado en la Figura 1.7.
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Figura 1.7: Modelo de regulacién epigenética sobre la maduracién en tomate y su
relacion con el control genético de RIN, NOR y CNR. La demetilasa S/DMI.2 es
necesaria para la desmetilaciéon de los promotores de los tres factores de transcripcién y por
tanto permite su expresion. La expresion de S/DMI.2 es inhibida en los tres mutantes,
sugiriendo una regulaciéon tipo “feedback” negativo. Las flechas entre los factores de
transcripcion y S/DMI.2 indican regulacién positiva, aunque se desconoce si es directa o
indirecta. Los factores de transcripcion también regulan positivamente la sintesis de etileno
y la maduraciéon del fruto. Las lineas con punta roma representan la inhibicién de la
expresion que la metilaciéon produce sobre los factores de transcripcion y los genes
relacionados con la sintesis de etileno y la maduracion del fruto. Modificado de Liu ez a/.
(2015).

1.2.4. Procesos relacionados con la maduracién del fruto

A pesar de la division de los frutos en climatéricos y no climatéricos segun el tipo de
maduracién, muchos de ellos comparten una serie de procesos que tienen lugar en el fruto
durante la maduracién. A continuaciéon se detallan brevemente las rutas metabolicas
relacionadas con estos procesos, utilizando el conocimiento adquirido en el estudio del
tomate como especie modelo. En el siguiente apartado (1.3) se volvera a hablar sobre los
avances realizados durante los dltimos afios en el estudio de los mismos procesos en
melon.

Biosintesis de carotenoides

El desarrollo o cambio de color de los frutos durante la maduracién se debe principalmente
a la biosintesis 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, sandfas y papayas; el B-caroteno en melones cantalupensis, mango y calabaza; la
zeaxantina en naranja; y capsantina y capsorrubina en pimiento rojo (Pech e al. 2014). El
primer paso en la ruta de biosintesis (Figura 1.8) consiste en la condensaciéon de dos
moléculas de GGPP (geranilgeranil pirofosfato) en fitoeno por acciéon de la enzima fitoeno
sintasa (PSY). Posteriormente la accion secuencial de las enzimas ZDS ({-caroteno
desaturasa) y PDS (fitoeno desaturasa) convierte el fitoeno en licopeno, el primer
compuesto pigmentado de la ruta. Los a- y B-carotenos derivan de la ciclacién del licopeno
mediada por enzimas licopeno e- o B-ciclasas, respectivamente. A través de una serie de
reacciones secuenciales, los o- y B-carotenos pueden ser convertidos en luteina,
B-criptoxantina, zeaxantina, capsantina y capsorrubina, entre otros carotenoides. Durante la
maduracién del fruto de tomate se ha encontrado sobreexpresion de los transcritos de
LePSY-1, LePDS y de ambos tipos de ciclasa (Pecker e a/. 1992; Giuliano ez a/. 1993; Pecker
et al. 1996; Ronen et al. 2000).

A pesar de que la ruta de sintesis de carotenoides ha sido bien caracterizada todavia no se
dispone de una visién de conjunto de su regulacién, sobre la que influyen factores de
transcripcion como RIN en tomate y ARAP2.2 en Arabidopsis (Welsch ez al. 2007), la luz
(Cookson et al. 2003; Liu et al. 2004; Gupta ez al. 2014); las interacciones entre proteinas
(Luo et al. 2013) y la epigenética (Cazzonelli ez al. 2009).

Biosintesis de compuestos aromaticos

El aroma es uno de los principales determinantes de la calidad del fruto y es el resultado de
una combinacién de diversos compuestos volatiles como aldehidos, alcoholes, ésteres,
cetonas, lactonas y terpenoides (Goff & Klee 20006). Generalmente el contenido en
compuestos volatiles en el fruto aumenta desde el inicio de la maduracién y alcanza su
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maximo al final de la maduracién o poco después (Goff & Klee 2006). La regulacioén de la
biosintesis de compuestos aromaticos depende de factores ambientales como la luz y la
temperatura, pero también de factores endégenos como la biosintesis de etileno (revisado
en Zhang & Chen 2014). Aunque los compuestos aromaticos contienen una gran variedad
de grupos quimicos y derivan de rutas metabolicas diferentes, las principales fuentes de

carbono para su biosintesis son los carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos (Figura 1.8)
(Schwab ez al. 2008).

Los compuestos volatiles derivados de carbohidratos son sintetizados a partir de la
condensacion de varios terpenoides, formando moléculas mas largas que posteriormente
son transformados para dar lugar al producto final (revision de Dudareva ez a/. 2004). Las
enzimas implicadas en el proceso son las terpeno sintasas (TPS), de las que se distinguen
varias familias en funcién del sustrato que utilicen (Chen ef /. 2011). En tomate se han
encontrado 44 TPS de las cuales solamente 29 son potencialmente funcionales (Falara ez a/.
2011). Ademas de terpenoides, otro tipo de compuestos aromaticos 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 biosintesis es muy limitado. En tomate se ha demostrando la implicaciéon de
LeCCD1 en la sintesis de algunos apocarotenoides aromaticos (Simkin e# a/. 2004).

Los acidos grasos saturados e insaturados son los precursores mas importantes para la
mayoria de compuestos aromaticos entre los que se incluyen aldehidos, alcoholes, ésteres,
lactonas y cetonas, que son biosintetizados a través de la lipooxidacién y la 3-oxidaciéon de
los acidos grasos (revision de Schwab e a/. 2008). Las enzimas lipooxigenasas (LOX) junto
con las hidroperdxido liasas (HPL), catalizan la conversién de los acidos linoleico (18:2) y
linolénico (18:3) en los aldehidos hexanal y hexenal, respectivamente. Se ha encontrado una
asociacion entre la expresion y actividad de las enzimas LOX y HPL con la maduracién del
fruto y con el desarrollo del perfil aromatico en varias especies (Defilippi ez 2/ 2009). A su
vez, los aldehidos pueden ser reducidos a sus alcoholes correspondientes y finalmente ser
convertidos a ésteres a través de dos reacciones enzimaticas catalizadas por alcohol
deshidrogenasas (ADH) y alcohol aciltransferasas (AAT) respectivamente (Speirs ef al.
1998; Wyllie & Fellman 2000). En tomate se ha caracterizado la familia de genes ADH,
observandose una correlacion entre los cambios en su actividad y el contenido de alcoholes
en el fruto, relacionados con su sabor (Longhurst ez a/. 1994; Speirs ef al. 1998). Las enzimas
AAT han sido identificadas como responsables de la biosintesis de ésteres en frutos
maduros de varias especies, incluyendo tomate y melén (Zhang & Chen 2014). En este
punto cabe destacar el control directo sobre la sintesis de compuestos volatiles que ejerce el

factor de transcripcion RIN a través de su interaccion con los promotores de genes LLOX,
HPI.y ADH en tomate (Qin et al. 2012).

La B-oxidacién produce la rotura de acidos grasos y la liberacién de lactonas volatiles
(revision de Baker ef a/. 2006). Aunque la implicacion de las lactonas en el desarrollo del
aroma es importante, el estudio de su ruta de biosintesis es todavia escaso, debido en parte
a que la mayoria de especies modelo como _Arabidopsis, arroz y tomate no producen
lactonas. Una de las pocas enzimas implicadas en la 8-oxidacién que ha sido caracterizada
en Arabidopsis y también tomate es la acil-CoA oxidasa (ACX) y esta considerada como el
punto clave en la regulacioén del proceso (Arent ez al. 2008).

La tercera via de produccion de compuestos volatiles es a partir de aminoacidos,

especialmente leucina, isoleucina, valina, alanina, fenilalanina, tirosina y triptéfano
(Detilippi ez al. 2009). Estos aminoacidos son sintetizados en plantas a través de la ruta del
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shikimato y actdan de precursores de alcoholes, aldehidos, ésteres, lactonas, acidos y
compuestos organosulfurados (Tzin & Galili 2010). La mayoria del conocimiento sobre
esta ruta se debe a trabajos en _Arabidogpsis, aunque la caracterizacion de las enzimas
implicadas y su regulaciéon no son completas. En tomate, las enzimas I-aminoacido
descarboxilasa (AADC) estan implicadas en la sintesis de compuestos aromaticos a partir
de I-fenilalanina (Tieman e a/ 2006). En otras especies, como el melén y el platano,
enzimas transaminasas AAT han sido relacionadas con la sintesis de compuestos
aromaticos de cadena ramificada (Gonda ez 2/ 2010; Yang ez al. 2011D).
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Figura 1.8: Esquema simplificado de las principales rutas de sintesis de
carotenoides y compuestos aromaticos a partir de carbohidratos, acidos grasos y
aminoacidos. Se destacan en naranja los carotenoides y en azul los volatiles aromaticos.
Los nombres de las enzimas estin en cursiva. Abreviaturas: TPS: terpeno sintasa; PSY:
fitoeno sintasa; ZDS: {-caroteno desaturasa; PDS: fitoeno desaturasa; CCD: dioxigenasa de
ruptura de carotenoides; ACX: acil-CoA oxidasa; LOX: lipooxigenasa; HPL: hidroperoxido
liasa; ADH: alcohol deshidrogenasa; AAT: alcohol acil transferasa; MVA: 4cido
mevalonico; MEP: metileritritol fosfato; IPP: isopentenil fosfato; FPP: farnesil pirofosfato;
GGPP: geranilgeranil pirofosfato; DMAPP: metilalil pirofosfato; Adaptado de Schwab ez a/.
(2008).

Acumulacién de azicares y acidos organicos
Ademas de los compuestos volatiles, los otros dos factores mas influyentes sobre el sabor

del fruto son el contenido de azucares, de acidos organicos y el balance entre ambos
(Sweeney ¢t al. 1970). Durante su desarrollo y maduracion, el fruto es el destino de una gran
cantidad de fotoasimilados procedentes de los 6rganos fotosintéticos transportados a través
del floema y que actian como precursores de muchos metabolitos secundarios.
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Los azucares transportados al fruto tienen distintas finalidades dependiendo de la especie:
pueden ser convertidos en almidén (en mango, banana y kiwi), almacenados como azucares
reductores (en tomate y fresa), almacenados como sacarosa (en tomate salvaje, melon,
sandfa y uva) o convertidos y almacenados como lipidos (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 accién de varias
enzimas implicadas en su sintesis y degradaciéon como las invertasas (INV) y las sacarosa
sintasas (SUS). El papel de las invertasas en el balance hexosas/fructosa y también en el
tamano del fruto se ha puesto de manifiesto en especies como la fresa y el tomate (Fait ez a/.
2008; Zanor et al. 2009). Otro de los carbohidratos modificados durante la maduracién del
fruto es el almidon, que generalmente es degradado en glucosa y fructosa (Ho ez a/. 1982).
En tomate, el almidén juega un papel importante en la concentraciéon de soélidos solubles
del fruto maduro (Schaffer & Petreikov 1997) siendo la enzima ADP-glucosa
pirofosforilasa la responsable de su biosintesis.

Los otros metabolitos importantes para la percepcion del sabor del fruto son los acidos
organicos que provienen de las principales rutas metabdlicas de la célula como la glicélisis,
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la respiracion. Los acidos mas abundantes son
citrato, malato, quinato, oxalato, succinato, isocitrato, cumarato y aconitato. Algunas de las
enzimas implicadas en la sintesis de estos acidos son la malato deshidrogenasa mitocontrial
(mMDH), ADP-glucosa pirofosforilasa, fumarasa e isocitrato deshidrogenasa dependiente
de NAD. Los cambios en la expresion de estas enzimas afectan a la acumulacion de
azucares y acidos organicos en el fruto, la durabilidad postcosecha, la susceptibilidad a
patégenos y el rendimiento de frutos. (Nufiez-Palenius ef a/. 2007; Nunez-Palenius e /.
2008; Sienkiewicz-Porzucek ef al. 2010; Centeno ez al. 2011).

El control del metabolismo de azicares y acidos organicos ha sido poco estudiado, aunque
en tomate algunos acidos organicos podrian controlar la sintesis de aztcares a través de la
regulacion de las enzimas implicadas. Por ejemplo, el acido malico influencia el contenido
en almidén a través del control de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (Centeno ez al.
2011).

Metabolismo de la pared celular

Los cambios metabdlicos que afectan a la integridad celular durante la maduracion del fruto
incluyen variaciones en el grosor de la pared celular, permeabilidad de la membrana
plasmatica, hidratacion de la pared celular, disminucién 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 combinaciéon de cambios en la firmeza y en la
textura provocados principalmente por modificaciones en la pared celular (Brookfield ez a/.
2011) y, atendiendo a su estructura, podemos distinguir procesos que afectan a la lamela, la
celulosa, los xiloglucanos y las proteinas.

Uno de los principales procesos implicados en el reblandecimiento de la pulpa es la
solubilizaciéon de la lamela (Ordaz-Ortiz ef al. 2009). La lamela, que actia de pegamento
entre la pared celular de las distintas células, estd compuesta principalmente por pectinas y
B-lactanos. Durante la maduracién, los polimeros de pectina (poligalacturonanos) son
degradados por la accion de las poligalacturonasas (PG). El estudio de L.ePG2a en tomate
sugiere que la accién de las PG no es suficiente para producir los cambios en la firmeza del
fruto que ocurren durante la maduracion, y que es necesaria la accién combinada de varias
enzimas (Langley ef /. 1994; Brummell & Labavitch 1997). Una de las enzimas que pueden
afectar la estructura y polimerizacién de la pectina son las pectina metil esterasas (PME)
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(Rose e al. 2004) y la desesterificacion mediada por esta enzima podria ser necesaria para
proveer de sustrato a las PG (Tieman ez a/. 1992). Otra de las enzimas implicadas en la
degradacion de los componentes de la lamela y que podria actuar junto a las PG y PME
son las B-galactosidasas (GAL), que degradan los 3-galactanos. En tomate la supresion de
GAI 4 incrementa la firmeza del fruto maduro (Smith e /. 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 Ce/T y Cel2 se expresan
durante la maduraciéon del fruto (Lashbrook ez al. 1994) pero la supresiéon de su expresion
por separado no produce cambios en la firmeza del fruto sugiriendo cierta redundancia en
este tipo de actividad enzimatica en la célula (Lashbrook ez /. 1998; Brummell ez 2/ 1999a).
Las expansinas (EXP) son proteinas de las que no se conoce su actividad especifica aunque
juegan un papel en la elongaciéon de la pared celular en varias especies, probablemente
rompiendo puentes de hidrégeno entre las microfibras de celulosa (Cosgrove ez al. 2002) y
podrian ser necesarias para el acceso de PG a su sustrato (Brummell & Harpster 2001). En
tomate, la supresion o mutacion mediante TILLING de LeEXPT causa un incremento en
la firmeza del fruto maduro (Brummell ¢ @/ 1999b; Minoia ¢# al. 2016).

Los elementos que entrelazan las microfibras de celulosa, anclandolas y dotando de mayor
rigidez a la pared celular, son unos polisacaridos denominados xiloglucanos (Carpita &
Gibeaut 1993). La polimerizacion y despolimerizacién de los xiloglucanos es llevada a cabo
por un grupo de enzimas denominadas xiloglucano endotransglucosilasas hidrolasas (XTH)
(Rose ez al. 2004). En tomate se han identificado 25 XTH (Ohba ez o/ 2011) y, aunque se ha
demostrado que durante la maduracién del fruto se produce una despolimerizacion de los
xiloglucanos (Brummell 20006) y que esta familia de enzimas esta implicada (Saladie ez a/.
20006; Ohba ez al. 2011), no se conoce si la actividad XTH aumenta o disminuye la firmeza
de la pulpa durante la maduraciéon (Miedes & Lorences 2009). Otro grupo de enzimas, las
B-xilosidadas (XIL), son inducidas por el etileno y también han sido relacionadas con las
modificaciones de la pared celular en tomate (Rose e7 a/. 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 asociacién entre las modificaciones sobre la glicosidacion de las proteinas y la
forma de las células y su desarrollo (Knox 1995), aunque ni la transcripcion ni el contenido
de proteinas estructurales de la pared celular varfa durante el proceso de maduracion
(Osorio et al. 2011). Segun los autores, esto podria indicar que las proteinas de la pared
celular son simplemente modificadas y que eso setfa suficiente para afectar a la firmeza del
fruto, aunque es tan sélo una hipotesis que tendria que ser comprobada.

Dehiscencia del fruto

La abscision 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 abscision, que une el fruto con el pedinculo (revisado por Tucker & Kim 2015). Se
pueden distinguir cuatro fases basicas en el proceso que son comunes para la mayoria de las
especies: (1) diferenciacion de la zona de abscision; (2) adquisicion de la competencia para
responder a las sefales de abscision; (3) sefializaciéon y activacion de la abscision; y (4)
formacion de una capa de proteccion.

La diferenciacién de la zona de abscision (fase 1) afecta solamente a unas pocas capas
celulares y se conoce poco acerca de su regulacion. La fase 2 consiste en una disminucion
de la concentracién de auxinas que permite que la zona de abscisién responda a otras
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seflales hormonales. En especies como el olivo, el melocotonero y el melon, el etileno juega
un papel importante como sefial activadora de la abscision (Perin ez /. 2002a; Rasori e? al.
2002; Ruperti ez 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 expresiéon de las
principales familias modificadoras de celulosa, hemicelulosa y pectina descritas
anteriormente que degradan la pared celular primaria y la lamela (Meir e# o/ 2010; Botton ez
al. 2011). En la mayorfa de los casos, la abscision 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
patégenos (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 e al. 2006; Tucker & Kim 2015). De la abscision en meldn, considerado por algunos
autores como especie modelo para el estudio de la abscision de frutos carnosos (Corbacho
et al. 2013), se tratara en el siguiente apartado.
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1.3. La maduracion del fruto en melén

Como se ha explicado en los apartados anteriores, el melén es un buen modelo para el
estudio de la maduraciéon porque se pueden encontrar variedades de meldn, especialmente
de los grupos reticulatus y cantalupensis, que durante el desarrollo del fruto muestran un
aumento de la produccién de etileno y de la respiracion caracteristicos de la maduracion
climatérica, mientras que otras variedades, como el grupo inodorus, presentan una
maduracion tipicamente no climatérica (Ezura & Owino 2008). Es importante destacar que
existen variedades comerciales climatéricas (cantalupensis como “Védrantais”, reticulatus como
“Dulce”) y no climatéricas (#nodorus como “Piel de Sapo”).

En los siguientes apartados se resumen los avances realizados en el estudio de los procesos
de maduracién, en la biosintesis y sefializaciéon de etileno, y también en los sistemas de
control que gobiernan la maduracién del fruto en melon.

1.3.1. El etileno y la maduracion del fruto

Mediante la obtenciéon de lineas transgénicas en las que se silencié la expresion del gen
CmACOT, que codifica la principal enzima implicada en la biosintesis 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 maduracién segun se representa en
la Figura 1.9 (Guis ef al. 1997; revisado por Pech ez al. 2008). En el fruto de meldn, la
dehiscencia (a través del desarrollo de una capa de abscision), el cambio de color externo
(debido a la degradacion de clorofilas) y la biosintesis de compuestos aromaticos son
procesos estrictamente dependientes de etileno. Por otro lado, el reblandecimiento de la
pulpa causado por modificaciones en la pared celular no estd completamente regulado por
etileno, aunque si en su mayor parte. En el otro extremo se encuentran la biosintesis de
carotenoides y la acumulaciéon de azicares y acidos organicos, que son procesos
independientes de etileno en meloén.

COMPONENTE NO COMPONENTE
CLIMATERICO CLIMATERICO

Ar BIOSINTESIS DE
- ETILENO *
EXPRESION INDEPENDIENTE DE EXPRESION DEPENDIENTE DE
ETILENO ETILENO
ACUMULACION \ J J
DE

CAROTENOIDES METABOLISMO DE RESPIRACION
PARED CELULAR CLIMATERICA

ACUMULACION DE

AZUCARES Y ACIDOS

ORGANICOS AROMA DEGRADACION DE
CLOROFILAS

SEN/AL DE INICIODELA BIOSINTESIS CLIMATER}CADE
BIOSINTESISDE ETILENO ETILENO (AUTOCATALITICA)

Figura 1.9: Esquema general de los procesos de maduracién del fruto de melén y su
division en funcion del papel del etileno en su regulacion. Los procesos
independientes de etileno son el cambio de color de la pulpa del fruto (a través de la
acumulacién de carotenoides), la acumulacion de azucares y acidos organicos 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 biosintesis de compuestos aromaticos, el desarrollo de una capa de abscision, el cambio
de color externo (debido a la degradaciéon de clorofilas) y la respiraciéon climatérica. La

biosintesis de etileno es autocatalitica, y su inicio podria ser regulado por el componente no
climatérico. Adaptado de Pech e a/. (2008).

La sensibilidad al etileno también forma parte de los mecanismos de control sobre los
procesos de maduraciéon total o parcialmente dependientes de esta hormona en melén.
Flores y colaboradores (2001) investigaron la cantidad necesaria de etileno exégeno para
inducir el reblandecimiento de la pulpa del fruto, el desarrollo de la capa de abscision y el
cambio de color externo en el fruto, que resulté ser 1, 25 y 1 ppm respectivamente.
Ademas, hay que destacar que en general el tratamiento exégeno de etileno induce la
maduracién del fruto en las variedades climatéricas de melon pero no en las no climatéricas
(Guis ez al. 1997; Perin et al. 2002a; Saladie ez al. 2015).

1.3.2. Control genético de la maduracion

El primer estudio de los sistemas de control genético de la maduracién del fruto en melén
se realiz6 utilizando una poblacién de RILs derivada del cruzamiento entre la variedad
climatérica “Védrantais” y la variedad exética SC, no climatérica (Perin ef a/. 2002a). Se
determiné que dos /i o genes mayores, A3 y A4 en los LG VIII y IX, controlan el
desarrollo de la capa de abscision y la produccién autocatalitica de etileno en dicha
poblacion, y que la concentracion de etileno en el fruto estaba controlada por cuatro QTLs
en los LG I, II, IIT y XI. Posteriormente, en la poblaciéon de NILs con parentales PS y SC
(Eduardo ez al. 2005) se detect6 una linea con maduracion climatérica a pesar de que ambos
parentales no son climatéricos (Moreno ez /. 2008). Esta linea, denominada SC3-5-1 fue
analizada en mas detalle fenotipica y genotipicamente encontrandose dos QTLs en los LG
III y VI, eth3.5 y eth6.3, que son capaces de inducir la maduracion climatérica por separado
y que cuando se combinan producen una mayor cantidad de etileno y aceleran la abscision
del fruto (Vegas ef al. 2013). Cabe destacar que no hay solapamiento entre los QTLs
encontrados en ambas poblaciones, lo que sugiere un complejo sistema de regulaciéon en
melén y grandes diferencias entre las variedades. El clonaje posicional de e#h6.3,
inicialmente mapeado en un intervalo de 4,5 Mbp en la regién centromérica del LG VI, es
uno de los principales objetivos de este trabajo de tesis y sera abordado en el capitulo 4.1.

A la vista de estos resultados, se ha propuesto la existencia en melén de un control
transcripcional en un nivel superior al ejercido por el etileno, equivalente al descrito en
tomate, y que serfa responsable de la intensa reprogramacion transcriptomica observada en
el proceso (Saladie ¢f /. 2015). La hip6tesis mas extendida es que, en general, los frutos no
climatéricos podrian ser mutantes en genes implicados en la biosintesis y sefializacion de
etileno o en factores de transcripcion analogos a los caracterizados en tomate RIN, NOR y
CNR (Giovannoni 2004), también en el caso del melén (Saladie ez a/. 2015). A favor de esta
hipétesis esta el hecho de que tanto PS como SC, variedades no climatéricas, no maduran
en respuesta a la aplicacion de etileno exdgeno como tampoco lo hacen los tres mutantes
de tomate, aunque SC es una variedad no climatérica atipica. Recientemente, Saladié¢ y
colaboradores (2015) observaron que los patrones de expresion de genes relacionados con
la maduraciéon en frutos de SC ocupaban un lugar intermedio entre PS y las variedades
climatéricas “Védrantais” y “Dulce”. Ademas, aunque la aplicacién de etileno exdgeno en
frutos inmaduros de PS y SC no indujo la biosintesis endogena de etileno, si se detectaron
diferencias entre las dos variedades en la expresion de genes relacionados con la biosintesis
de la hormona (C»ACOT) o implicados en el proceso de maduracion (CnPG1, CnXTHI,
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CmETRT). Por ultimo, el nivel basal de etileno durante la maduracion es mas elevado en los

frutos de SC que en los de PS, aunque no se produce el pico climatérico (Vegas ef al. 2013;
Saladie ez al. 2015).

1.3.3. Biosintesis y sefalizacion de etileno

En melén se han identificado los principales genes implicados en la ruta de biosintesis de
etileno como ACS y ACO. La familia ACS en melén consta de ocho miembros (CrzACS17-
8), de los cuales CACST esta altamente expresado durante el proceso de maduraciéon en
fruto y se ha descrito como el principal responsable de la sintesis climatérica de etileno
(Miki ez al. 1995; Yamamoto ez al. 1995; Shiomi ez al. 1999; Garcia-Mas ez al. 2012; Saladie ez
al. 2015). La expresion de CmACS5 es también alta durante la maduraciéon del fruto en
variedades climatéricas, coincidiendo con el aumento en la sintesis de etileno (Saladie e¢7 a/.
2015).Recientemente se ha descubierto que CnACS5 esta implicado en la determinacion
sexual de las flores femeninas en melén (Boualem e a/. 2015). CmACS2 y CmACS3 estan
regulados por auxinas y se expresan principalmente durante el desarrollo del fruto (Ishiki ez
al. 2000). Los genes CnACS4-6 estan anotados en el genoma de referencia pero son los
menos estudiados de la familia (Saladie ez a/. 2015). CmACS7 es el gen a (andromonoecions) y
por tanto también esta implicado en la determinacion sexual en melén (Boualem ez af
2008). Respecto a las ACO, en melén han sido identificados cinco miembros, de los cuales
CmACOT muestra expresion diferencial a lo largo de la maduracion climatérica (Lasserre e
al. 1996; Garcia-Mas et al. 2012; Saladie e# al. 2015).

Varios componentes de la ruta de sefializacion del etileno han sido descritos en melén,
entre los que se encuentran los receptores CETRT, CmETR2 y CmERST (Sato-Nara ef al.
1999; Ezura & Owino 2008). Los tres muestran expresion diferencial en distintos tejidos y
estadios del desarrollo del fruto, aunque CmETR2 es el tnico regulado por etileno y
relacionado con el proceso de maduracion. La expresion de factores de transcripcion de los
tipos EIL, EREBP, AP2/ERF, MADS-box, NAC, F-Box y HD-zip durante la maduracién
ha sido descrita por Saladié y colaboradores (2015), encontrando diferencias entre
variedades climatéricas y no climatéricas de melon en algunos genes de estas familias.

1.3.4. Biosintesis de carotenoides

El primero de los procesos de la maduracién del fruto de melén independiente de etileno
es la biosintesis de carotenoides, responsables del cambio de color de la pulpa del fruto. En
melon, este proceso esta controlado genéticamente por los /i “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 e al 1991). Recientemente ha sido
identificado el gen CwOr como responsable del /lcus gf (Tzuti et al. 2015), aunque
histéricamente algunos autores defienden que hay una confusién en las nomenclaturas y
podria tratarse de »f (Monforte ef al. 2004). El color de la pulpa del fruto esta determinado
por la combinacién 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 e o/ 2009; Saladie e7 al.
2014; Saladie e a/ 2015). En los de pulpa naranja, el color y su intensidad se deben
principalmente a la acumulacién de B-caroteno (Nunez-Palenius ez 2/ 2008; Burger e al.
2009; Saladie ez a/. 2015). Una de las principales enzimas implicadas en la biosintesis de este
y otros carotenoides en melon es CzPSY'7, cuya expresion en frutos de pulpa naranja es
mayor que en frutos de pulpa blanca (Karvouni ez /. 1995; Saladie ez a/. 2015).
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El cambio de color externo durante la maduracién es un proceso dependiente de etileno vy,
por tanto, especifico de frutos con maduracioén de tipo climatérica (Flores ez /. 2001). Sin
embargo, en este caso el cambio de color no se debe a la sintesis de carotenoides sino a la
degradacion de las clorofilas, de un modo similar a lo que ocurre en las hojas de los arboles
caducifolios en otofio (Matile ¢z a/. 1999). Ademas de carotenoides y clorofilas, también se
ha vinculado la coloraciéon amarilla del exocarpo de algunas variedades de melén como la
inodorus “Noy Amid” con la acumulacion de flavonoides, especialmente de nanringenina-
chalcona (Tadmor e a/. 2010). La acumulacién de este pigmento es independiente de la
degradacion del clorofilas y recientemente ha sido clonado el gen C#KEG, un factor de
transcripcion de la familia “Kelch Domain-Containing F-Box”, que regula negativamente la
biosintesis de este flavonoide en melén (Feder ez a/. 2015).

1.3.5. Biosintesis de compuestos aromaticos

La biosintesis de compuestos aromaticos volatiles es una caracteristica propia de las
variedades climatéricas de melén y presenta una clara regulacion dependiente de etileno. En
esta especie, los principales componentes del aroma del fruto maduro son los ésteres,
seguidos por alcoholes y aldehidos, aunque mas de 240 compuestos distintos han sido
identificados (Nunez-Palenius ef /. 2008). En un estudio comparativo entre dos variedades
con distinto tipo de maduraciéon, Shalit y colaboradores (2001) encontraron grandes
diferencias en la composicion del aroma: en la climatérica los ésteres representaban mas del
83% de los volatiles, seguidos por alcoholes (4%) y aldehidos (0,4%); mientras que en la no
climatérica los compuestos mas abundantes fueron los alcoholes (60%), seguidos de
aldehidos (20%) y solamente un 7% de ésteres. Dentro de las variedades climatéricas
también existe una gran variaciéon en la produccién de volatiles, observandose una
reduccion de entre un 49 y un 87% de compuestos volatiles totales en cultivares
“Charentais” de larga vida postcosecha respecto a cultivares de vida postcosecha reducida
(Lucchetta et al. 2007). Cabe destacar que el perfil aromatico de las lineas climatéricas
(SC3-5 y derivadas) pertenecientes a la poblacion de NILs (PS x SC, Eduardo ez a/. 2005),
es mas parecido al de variedades climatéricas aromaticas como “Védrantais” y “Fado” (tipo
reticulatus) que al de sus parentales no climatéricos (Obando-Ulloa ez a/. 2008).

En un estudio de biosintesis de terpenoides en un panel de 11 variedades climatéricas de
melén se encontrd que la composicion de este tipo de volatiles varfa mucho entre ellas e
incluso algunas, como “Védrantais” y “PI 4147237, 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 identificacion de los genes CwIpsDul y CmIpsNY, que se
sobreexpresan en el exocarpo del fruto maduro en la primera y la segunda variedad
respectivamente, y que estan implicadas en la sintesis de distintos sesquiterpenos. En el
mismo trabajo, no se detectaron terpenoides en ninguna de las cinco variedades znzodorus
analizadas.

En melén se han caracterizado dos familias de enzimas implicadas en la biosintesis de
ésteres a partir de acidos grasos: ADH y AAT. Se han encontrado dos miembros en la
familia ADH en melén: CmADHT y CmnADH?2, que muestran ambos una expresion
especifica en el fruto, dependiente de etileno y relacionada con la maduraciéon (Manriquez ez
al. 2006). Respecto a las AAT, se han encontrado cuatro miembros en melon (CnzAATT4),
todos ellos se expresan durante la maduracion del fruto y estan regulados por etileno
(Yahyaoui ez al. 2002; El-Sharkawy ez al. 2005). Tres proteinas (CmAAT1, CmAAT3 y
CmAAT4) muestran actividad aciltransferasa, pero no CmAAT2, que habria perdido la
actividad enzimatica por una mutacion (El-Sharkawy e 2/ 2005). La variedad de los
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sustratos que son capaces de utilizar también varia entre ellas 7 vitro, siendo CmAAT4 la
que tiene un rango mas limitado (Lucchetta ef a/. 2007).

Dos familias de enzimas transaminasas han sido relacionadas con la ruta de biosintesis de
volatiles de cadena ramificada a partir de aminoacidos en melén: las transaminasas de
aminoacidos aromaticos (ArAT) y las transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada
(BCAT) (Gonda ez al. 2010). La expresion de CmArATT y CmBCATT es mayor en frutos
climatéricos que en no climatéricos durante la maduracién, y ademas muestra correlacion
con la acumulaciéon de volatiles. Otra enzima implicada en la sintesis de compuestos
aromaticos a partir de aminoacidos en melon es la metionina-y-liasa (MGL) y su expresioén
ha sido correlacionada con la concentracion de volatiles organosulfurados en el fruto

(Gonda et al. 2013).

La producciéon de apocarotenoides también ha sido objeto de estudio en melén y se ha
caracterizado una CCD (CmCCDT) cuya expresion aumenta durante el desarrollo y
maduracién del fruto tanto en variedades aromaticas (“Védrantais” y “Dulce”) como en no
aromaticas (“Tam Dew” y “Tendral Verde”, tipo #nodorus) aunque en estas dltimas no se

producen apocarotenoides volatiles debido, segin los autores, a la ausencia de sustrato para
esta enzima (Ibdah ez a/. 2000).

1.3.6. Acumulaciéon de azucares y acidos organicos.

El balance entre azucares y acidos, determinante para el dulzor del fruto y su valor
comercial, varfa mucho entre variedades aunque generalmente las variedades dulces tienden
a acumular mayor cantidad de azucares y menor cantidad de acidos (Burger ez a/ 2003).
Aunque se conocen las vias de sintesis de ambos tipos de compuestos, el conocimiento
sobre su regulacién durante la maduraciéon es muy escaso aunque parecen estar controlados
pot dos loci: suc (“sucrose”) y So (“sour”) de forma independiente de etileno (Silva e7 a/.
2004; Nufez-Palenius ef al. 2007). Recientemente se ha clonado el gen CwPH como
responsable del gen mayor So, que controla la acidez en melén y muestra una gran
conservacion a nivel de proteina entre diversas especies vegetales (Cohen e a/ 2014).
Aunque se desconoce el modo en el que regula el pH, este gen presenta gran homologia
con transportadores de protones, proteinas transmembrana localizados en el reticulo
endoplasmatico, y se ha encontrado una duplicacién de 4 aminoacidos muy conservada
entre variedades con niveles bajos de acidez.

El azicar 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 ez 2/ 1999). Entre el desarrollo del fruto y el final de la maduracién los
niveles de glucosa y fructosa varfan poco tanto en variedades climatéricas como no
climatéricas, pero los de sacarosa, que son muy bajos en el fruto en desarrollo, aumentan
rapidamente al inicio de la maduracién y alcanzan su punto algido en el fruto maduro
(Saladie ¢ al. 2015). En melon se ha detectado actividad invertasa (INV) y sacarosa sintasa
(SUS) durante la maduracion del fruto, observandose diferencias de expresion de varias
CmINV entre variedades climatéricas y no climatéricas (Hubbard ef 2/ 1989; Saladie ef al.
2015). Tras estudiar la correlacién entre las dos actividades y la concentracién de sacarosa
en distintas variedades de meldn, se han relacionado las altas concentraciones de sacarosa
en el fruto maduro con una alta actividad SUS y una baja actividad INV (Stepansky ez a/.
1999). Los patrones de expresion de inhibidores de invertasa (CzINT'INH) e invertasas
también podrian ser un factor importante en el mantenimiento de estas altas
concentraciones en frutos de la variedad PS, incluso tras su cosecha (Saladie ¢7 a/. 2015).
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Los acidos organicos mayoritarios en fruto de melén son el acido citrico y el malico. En las
primeras etapas del desarrollo del fruto la concentracion de azucares solubles es baja y la de
acidos es alta, pero desde el inicio de la maduracién la concentraciéon de azicares
incrementa a medida que disminuye la de acidos (Lingle & Dunlap 1987; Hubbard ez a/.
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 melén durante la maduracion esta regulada de forma dependiente de etileno,
aunque una fraccion también lo estd 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 melén, de los cuales tres (CPG1, CnPG2 y
CmPG3) se expresan durante la maduracion del fruto (Hadfield ef a/ 1998). CmPGT es la
principal enzima modificadora de pectina de las reguladas por etileno ya que es la mas
abundante en la pulpa del fruto de la variedad “Védrantais”, su expresion es dependiente de
etileno y alcanza su maximo entre los 43 y los 46 dias tras la polinizaciéon (dap)
coincidiendo con el pico de la hormona (Nishiyama ez a/. 2007). La expresion de CPG2 es
independiente de etileno pero muy similar a la de CzPG7. En el caso de CPG3, el patron
de sintesis también es parecido al de C#PG7 y muestra una regulacion tanto dependiente
como independiente de etileno. Varias C#PG sin caracterizar muestran mayor expresion en
la pulpa de fruto maduro de “Védrantais” que en PS (Saladie ef 2/ 2015). Otra familia de
genes que codifican para proteinas implicadas en la modificacion de la pared celular son las
GAL, responsables de la degradacion de los B-galactanos, de las que se han encontrado tres
miembros cuya expresion esta relacionada con la maduracion del fruto en “Védrantais”. La
expresion de CmGal2 comienza a aumentar alrededor de los dos dias después del pico de
etileno y CmGall le sigue con un desfase de dos dias. Por otro lado CmGal3 muestra una
expresion inferior a las otras dos pero constante desde el inicio del desarrollo del fruto
hasta el final de la maduracién (Nishiyama ez a/. 2007). Dos XTH, C»XTHT1 y CnXTH3,
guardan relacién con el reblandecimiento de la pulpa en melén y estan reguladas de forma
independiente de etileno. La expresion de la primera aumenta durante el desarrollo del
fruto de “Védrantais” pero comienza a disminuir a los 36 dap, manteniéndose baja durante
la maduracién; y la segunda sigue un patrén similar pero retrasado en el tiempo, alcanzando
su maximo de expresion a los 43 dap (Nishiyama e @/ 2007). En un estudio
transcriptomico comparativo entre PS y “Védrantais” se encontraron genes CzXII. mas
expresados en frutos maduros de cada una de las dos lineas, sugiriendo que los cambios en
la firmeza del fruto de las variedades climatéricas y no climatéricas podria estar regulados
por diferentes conjuntos de enzimas (Saladie ef a/. 2015). Por ultimo, el homdlogo en melén
de LeEXPT, CmEXPT, aumenta su expresion durante la maduraciéon del fruto bajo un
control parcial por parte del etileno (Nishiyama ez a/. 2007).

1.3.8. Dehiscencia del fruto

La dehiscencia del fruto de melén, proceso caracteristico de las variedades climatéricas y
cuya regulacion es dependiente de etileno, ha sido estudiada desde un punto de vista
transcriptomico (Corbacho ef al. 2013). En este trabajo, en el que se comparé la expresion
génica en la capa de abscision en distintas fases de desarrollo en la variedad “Védrantais”,
se detectd la inducciéon de genes relacionados con el metabolismo de pared celular, el
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trafico de vesiculas, la fosforilaciéon de proteinas, la biosintesis y sefializacion de
fitohormonas (principalmente etileno y 4cido abscisico, pero también auxinas, acido
jasmonico, acido salicilico, poliaminas, brasinoesteroides, citoquininas y giberelinas) y el
flujo de iones. Respecto al metabolismo de pared celular, se encontraron diferencias de
expresion en genes de las familias PG, GAL, XTH, EXP, alpha- y beta-glucanasa, pectato
liasa, pectin esterasas (PE), extensinas, celulosa sintasa (CEL) y quitinasa. Los autores
observaron grandes cambios transcriptomicos que sugieren una regulacion muy compleja
del proceso de abscision del fruto en el que estarfan implicadas miembros de distintas
familias de factores de transcripcion, 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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2. Objetivos

El objetivo central de esta tesis doctoral es el estudio de la regulacién de la maduracién en
melon ejercida por el QTL e#h6.3, que es capaz de inducir una maduracién de tipo
climatérica en un fondo genético no climatérico como el de PS. Con este objetivo se
pretende profundizar en la comprension de las diferencias entre frutos climatéricos y no
climatéricos de esta especie. Para el estudio de ¢#56.3 se ha dividido este objetivo general en
tres objetivos especificos que seran abordados a lo largo de los cinco capitulos de
resultados:

1. Clonaje posicional de e#h6.3 mediante el desarrollo de una poblacién segregante
para el QTL y la basqueda de recombinantes en la region. Caracterizacion
fenotipica de los recombinantes y la identificaciéon de un gen candidato.

2. Validacién del gen candidato a través de tres aproximaciones complementarias:
mediante el estudio de su secuencia en una coleccion de variedades de melon;
mediante la busqueda de mutantes TILLING en una poblacién de fondo genético
climatérico y su caracterizacion fenotipica; y mediante su silenciamiento génico por
RNAI en lineas portadoras de ezh6.3.

3. Estudio transcriptomico mediante RNA-seq del fruto de la linea SC3-5-1 (con
eth3.5 y eth6.3) y PS a lo largo de la maduracion como complemento a las
aproximaciones genéticas anteriores.
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3.1. Material vegetal y cultivo

El material vegetal utilizado en el clonaje posicional del QTL e#/6.3 (cap. 4.1) deriva de una
colecciéon de lineas casi isogénicas (NILs) desarrolladas a partir del cruzamiento entre el
cultivar élite “Piel de Sapo” T111 (PS, tipo inodorus, parental recurrente) y la accesion
exética de origen coreano “Songwhan Charmi” PI 161375 (SC, tipo conomon, parental
donante) (Eduardo e 2/ 2005). Aunque los dos parentales presentan una maduraciéon de
tipo no climatérico, una NIL (SC3-5) mostré una maduracién climatérica y fue descrito un
QTL (eth3.5) en el GL III implicado en el proceso (Moreno ez al. 2008). Posteriormente en
SC3-5 se descubrié una segunda introgresion en el GL VI con un nuevo QTL también
implicado en la maduraciéon climatérica (eth6.3, Vegas ez al. 2013) por lo que la linea que
contiene ambas introgresiones fue rebautizada como SC3-5-1.

Para el clonaje posicional del QTL e#56.3 (cap. 4.1) se desarrollé una poblacion segregante a
partir de dos individuos pertenecientes a la poblaciéon 7M80, que es una F, del cruzamiento
entre SC3-5-1y PS (Figura 4.1.3 en el cap. 4.1). Los dos individuos seleccionados, 7M80-11
y 7TM80-231 contienen introgresiones en homocigosis para PS en el GL III (e#63.5) y en
heterocigosis en el GL VI (e#66.3). La nueva poblacién, denominada 2012-F,, consta de
1.300 individuos que tienen alelos de PS fijados para e#h3.5 y que segregan para eh6.3. 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 linea SC3-5-1 con los
dos QTL (GF31), la linea con eth3.5 (GF35), la linea con ezh6.3 (GF40) y la linea parental
PS. En trabajos anteriores, las lineas GF31, GF35 y GF40 eran referidas como 8M31,
8M35 y 8M40, respectivamente (Vegas ez al. 2013).

Para la validacién del gen candidato mediante secuenciacion (cap. 4.2) se utiliz6 una
seleccion de 54 variedades de melén (Tabla 4.2.1 en el cap. 4.2) procedentes de la coleccion
del COMAV (Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana) descrita
en Esteras ez al. (2013) y Leida ez al. (2015).

El material vegetal utilizado en la validaciéon 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 coleccién de mutantes generados a partir de la
variedad climatérica “CharMono” por la URGV-INRA (Evry, Francia), descrita en
Dahmani-Mardas ¢# a/. (2010).

Todas las plantas de este trabajo de tesis han sido germinadas y cultivadas siguiendo las
mismas practicas todos los afios. Para la germinacién de las semillas, primero fueron
desinfectadas con fungicida captan (3 g/1) durante 5 minutos y, tras un lavado con agua, se
envolvieron en papel de filtro himedo y se pusieron a germinar en placas de Petri a 28°C y
12 horas de luz al dfa. Las plantulas fueron sembradas 24 horas después de su germinacién
en tiestos de fibra vegetal con tierra (composicién 3:1:1 turba:vermiculita:perlita) en los
invernaderos del CRAG. Cuando las plantulas crecieron hasta desarrollar dos hojas, a las
dos semanas aproximadamente, fueron trasladadas a los invernaderos de Torre Marimoén
(Caldes de Montbui, Barcelona). Todas las plantas fueron cultivadas entre los meses de abril
y octubre en sacos de plastico con fibra de coco (Pelemix) en un régimen de un minimo de
16 horas de luz al dia, a una temperatura minima de 20°C y fertirrigacién por goteo,
utilizando luz attificial y/o calefaccion en caso necesatio. Se plantaron cuatro plantas por
saco dejando solamente una rama principal por planta.

44



2. Material y Métodos

3.2. Micropropagacion de meldn in vitro

La micropropagacion 7z vitro realizada en este trabajo de tesis sirvié para la reproduccion
vegetativa de los genotipos 7M80-11 y 7M80-231 en el cap. 4.1. El proceso durd
aproximadamente 2 meses desde la introduccion del material vegetal 7z vitro hasta la

aclimatacion de 20 esquejes por planta inicial y fue realizado realizé en el laboratorio de
cultivo 2 vitro del CRAG.

Se utilizaron los entrenudos como material de partida, por lo que se dejaron crecer las
plantas durante un mes desde su germinacion para contar con entre 5y 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 desinfeccion con lejia (NaOCI 0,5%)
durante 20 minutos. Después se realizaron entre tres y cinco lavados de 10 minutos con
agua estéril para eliminar la lejia y se corté 1 cm mas de los extremos del entrenudo para
retirar el tejido danado.

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 CuSO, - 5 H,0). El cultivo se realiz6 en tubos de
cristal de 15 ml a una temperatura de 28°C 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 sembrandolos en medio fresco.
Cuando se alcanz6 el nimero de 20 brotes por genotipo se mantuvieron otras dos semanas
in vitro para permitir el desarrollo de raices antes del trasplante a tierra y el comienzo de la
fase de aclimatacion y endurecimiento.

La aclimatacion de las plantulas tuvo lugar dentro de un incubador en el que se pulverizo
agua para obtener unas condiciones de alta humedad. Durante los primeros 10 dfas 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 dia. Por dltimo,
durante los siguientes 10 dias las plantulas se dejaron crecer y endurecer en condiciones de
80% de humedad, 22°C y 18 horas de luz antes de ser trasladadas a los invernaderos de
Torre Marimon, donde fueron cultivadas segtin se especifica en el apartado anterior.

3.3. Evaluacion fenotipica de la maduracion del fruto

Todas las plantas fueron autofecundadas de forma manual permitiendo un maximo de un
fruto por planta. Para ello se emascularon flores femeninas retirando previamente la corona
y se recogi6 polen de las flores masculinas de la misma planta con ayuda de una espatula.
Tras depositar el polen de varias flores masculinas sobre el estigma femenino, se
etiquetaron y embolsaron durante al menos tres dias para evitar polinizaciones cruzadas.
Transcurrido este tiempo se retiraron las bolsas vy, si los frutos habfan cuajado, se dejaron
crecer y madurar hasta su dehiscencia o su cosecha entre los 65 y 70 dias tras la
polinizacién. Cada fruto fue fenotipado en base a tres aspectos relacionados con la
maduracién climatérica: el desarrollo de una capa de abscision, el cambio en el color
externo y la produccién de compuestos aromaticos.

De estos tres marcadores fenotipicos el mas importante es el relacionado con la capa de
abscision ya que permite distinguir los frutos climatéricos de los no climatéricos en melén
(Pech e al. 2008). Se estudio la dehiscencia de todos los frutos, anotando los dias
transcurridos entre la fecha de polinizacién y la de dehiscencia o de cosecha en el caso de

45



2. Material y Métodos

frutos no dehiscentes. Para el fenotipado de los mutantes de TILLING (cap. 4.3) se anotd
el grado de desarrollo de la capa de abscision en los frutos no dehiscentes en una escala de
0 a 4, siendo 0: sin capa de abscision; 1: capa de abscision 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 fenotipico utilizado fue
el cambio de color externo del fruto de verde a amarillo durante la maduracién, que tiene
lugar en algunas variedades climatéricas y también en las lineas portadoras de los QTL
eth3.5 'y eth6.3 (Pech et al. 2008; Vegas ef al. 2013). Cada fruto fue evaluado visualmente en el
punto de dehiscencia o de cosecha para este caracter, teniendo en cuenta el area afectada
por el cambio de color. Para el fenotipado de los mutantes TILLING (cap. 4.3) se midieron
también los dfas transcurridos desde la polinizacién hasta el viraje de color, antes de la
dehiscencia. El ultimo marcador fenotipico utilizado en este trabajo consistié en la
evaluacion olfativa de cada fruto para la detecciéon de los aromas caracteristicos de la
maduracion climatérica, principalmente ésteres, frente a la baja produccion de compuestos
aromaticos en las variedades no climatéricas (Pech ez o/ 2008; Obando-Ulloa ez 2/ 2010).
Cabe destacar que, aunque el método de fenotipado se basa en el olfato, este caracter 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
abscision, tal y como se describe en Leida ez a/. (2015). La capa de abscision 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 cm® fue medida mediante un penetrémetro.
Ademas una tercera variable indica el tipo de maduraciéon o grado de climaterio segin la
experiencia de las personas responsables del fenotipado, y tiene en cuenta, ademas de las
dos variables anteriores, el conjunto de los procesos que ocurren en el fruto durante el
proceso de maduracion y la intensidad de los mismos. Utilizaron una escala entre 0 y 4,
siendo 0 una maduracién 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 analisis estadisticos de los datos fenotipicos han sido realizados en R 3.2.1 (Team
2000) salvo que se especifique lo contrario. LLos tiempos de cosecha de todos los frutos no
dehiscentes fueron normalizadas a 70 dfas. Las comparaciones entre dos medias se
realizaron mediante pruebas t de Student (funcién zzesd). Las comparaciones multiples 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 (funcién contrMai) y
posteriormente haciendo pruebas simultaneas para hipotesis lineales generalizadas (funcion
glh?) con el paquete multcomp 1.4-1 (Hothorn e7 a/. 2008). Los estudios de asociacion entre
el fenotipo (capa abscision, firmeza de la pulpa y grado de climaterio) y los polimorfismos
se realizaron mediante un analisis de la varianza (ANOVA, funcién aoy) ajustando un
modelo lineal generalizado (funcién gi).

3.4. Manipulacion de acidos nucleicos
3.4.1. DNA
Todas las extracciones de DNA se realizaron a partir de hojas jovenes con el método

CTAB (Doyle 1990) con modificaciones para mejorar la calidad (Garcia-Mas ez a/. 2000).
Las extracciones fueron realizadas en tubo Eppendorf de 1,5 ml, excepto cuando el
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nimero de muestras fue muy elevado y se utilizaron placas de 96 pocillos (ref. 409004,
Deltalab, Barcelona, Espafa) adaptando ligeramente el protocolo. Tras la extraccion de
DNA todas las muestras fueron tratadas con RNasa (200 ng/ul, Panreac, Barcelona) y
cuantificadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Agarose D1 low EEO,
Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) con tampon TAE (40 mM Tris-base, 20 mM 4acido
acético y 1 mM EDTA). Tras una tincién con EtBr (5 ng/ml) se visualizaron las muestras
en un transiluminador con luz UV. Complementariamente, se utilizé el espectrofotometro
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) cuando se necesité una
cuantificaciéon mas precisa.

3.4.2. RNA

Las extracciones de RNA para la secuenciacion masiva del transcriptoma (RNA-Seq, cap.
4.5) se realizaron conjuntamente con el Dr. Juan Vegas y estan descritas en su tesis doctoral
(Vegas 2014), por lo que a continuacion se ha incluido solamente una versiéon resumida.

Tras la recoleccion del fruto se troceé la pulpa, se congelé inmediatamente en nitrégeno
liquido y se conservé a -80°C hasta su utilizacion. La extraccién de material genético
comenz6 con la homogenizaciéon 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 extraccion, las muestras fueron purificadas con NH,OAc (7,5 M) y 2,5 V de
etanol absoluto. La cuantificacién del producto de la extraccion se realiz6 mediante
electroforesis y Nanodrop, tal y como se describe en el ap. 3.4.1. Por dltimo se eliminaron
restos de DNA genémico con el kit Turbo DNA Free (Ambion, Foster City, USA) y se
analiz6 la cantidad y calidad del RNA con Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). La purificaciéon de la fraccion de mRNA se realizé con el kit Dynabeads
mRNA DIRECT (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) a partir de 75 ug de RNA total.
De nuevo se asesord la calidad del material purificado con Bioanalyzer 2100 y las muestras
fueron conservadas a -80°C hasta su secuenciacion.

3.5. Secuenciacion de acidos nucleicos

3.5.1. Secuenciacion de DNA por Sanger

La secuenciacion de DNA de las regiones de interés requirié primero de una amplificacion
mediante PCR. La reaccion se llevo a cabo en un volumen de 25 pl a partir de entre 40 y
100 ng de DNA molde. La composiciéon de la mezcla de PCR fue 2 mM de MgCl,, tampén
Reaction Buffer (NH,) 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 hibridacion
(Tm) 6ptima para cada par de “primers” fue determinada mediante un ensayo de PCR en
gradiente de temperatura entre 45 y 60°C. El disefio de los distintos amplicones
secuenciados en este trabajo, as{ como las condiciones de amplificaciéon se pueden
consultar en la Tabla 3.1. El programa de amplificaciéon del termociclador fue: un ciclo
inicial a 94°C durante 1°, 35 ciclos de 94° durante 307, Tm durante 30” y 72 durante 1, y un
ciclo final de 72° durante 5. El producto de PCR fue purificado para eliminar los “primers”
y las sales del tampén 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 funcién del nimero de
muestras. Tras su cuantificacion mediante Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA), se prepararon mezclas del producto de PCR y de los “primers”
utilizados para la secuenciacion segun los requerimientos del Servicio de Secuenciacion
Capilar del CRAG (menos de 48 muestras) o de la empresa Macrogen Europe (Amsterdam,
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Paises Bajos) (mas de 48 muestras y secuenciacion en placas de 96 pocillos). Los primers
utilizados para secuenciar fueron los mismos que para la amplificaciéon 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. Secuenciacion masiva de mRINA

La secuenciacion masiva de las muestras de mRNA (extraidas segun se indica en el ap.
3.4.2) fue realizado en un equipo Roche 454 y usando quimica GS-FLX (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) por el Servicio de Secuenciacion Masiva del CRAG. El
proceso esta explicado en el trabajo de tesis del Dr. Juan Vegas (Vegas 2014) y puede
resumirse en tres pasos: la preparacion de genotecas de cDNA, la PCR en emulsion y la
secuenciacion.

Para la sintesis de cDNA se fragmenté el mRNA hasta obtener secuencias de entre 50 y
2000 bp, que fueron utilizadas como molde de la primera cadena. Tras la sintesis de la
segunda cadena, se ligaron dos adaptadores cuya funcién es formar uniones estables entre
el cDNA y varios soportes fisicos. Los adaptadores fueron utilizados para la purificacion 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 secuenciacién. Ademas, los
adaptadores son fundamentales para el siguiente paso, la PCR en emulsiéon (emPCR), que
consiste en una serie de reacciones de PCR individuales que tienen lugar dentro de
microgotas de agua en el seno de una emulsion oleosa. I.a emPCR esta disefiada de tal
modo que cada gota contenga en su interior una microesfera magnética revestida con
sondas homologas a uno de los adaptadores y una sola molécula de cDNA. Gracias al
confinamiento de las reacciones se consigue una disminucién de las interacciones
competitivas y una cantidad homogénea de producto de PCR que recubre la esfera al final
de la reaccién. Finalmente, las muestras son purificadas magnéticamente antes de su
preparacion para la secuenciacion segun las instrucciones del fabricante. A partir de este
punto el proceso es practicamente automatico, y cuando finaliza genera archivos de lecturas
cuyo analisis 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 ultimos con sistemas de deteccion basados
en la digestion de un producto de PCR con enzimas de restriccion como CAPS (“Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence”) o en PCR con discriminacion alélica como las técnicas
TagMan y KASP. A continuaciéon se describe el proceso de genotipado y, cuando
corresponde, también el del disefio del marcador.

3.6.1. SSRs

Todos los microsatélites o SSRs utilizados en este trabajo ya habian sido desarrollados con
anterioridad y se encuentran publicados (Morales ez a/. 2004; Gonzalo ez al. 2005; Fukino ez
al. 2008; Deleu et al. 2009; Vegas et al. 2013). Los marcadores, “primers” y las condiciones
de amplificacién se muestran en la Tabla 3.2. El proceso de genotipado esta descrito en
(Vegas et al. 2013) y, brevemente, consiste en la amplificacién de la region polimérfica
mediante PCR con “primers” especificos marcados con sondas fluorescentes (IRD700 e
IRD800), en la separacion de los amplicones por electroforesis y en la visualizacién de las
diferencias de tamafio por medio de la fluorescencia. Las reacciones de PCR se realizaron
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en un volumen de 15 pl con tampén Reaction Buffer (NH,) de Bioline (Londres, Reino
Unido), entre 1,5 y 2 mM MgCl,, 166 uM 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 cuantificacion del producto de
PCR se desnaturalizaron las muestras a 94°C 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 50°C con buffer TBE (90 mM Tris-borato, 2 mM
EDTA, 7.5 M de urea y pH 8) en un secuenciador automatico Li-COR (Li-Cor Inc,
Lincoln, USA). Las imagenes 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 amplificacién mediante PCR
de la regiéon polimérfica y la posterior digestion especifica de uno de los dos alelos por
parte de una enzima de restricciéon (Konieczny & Ausubel 1993). En este trabajo solamente
se utiliza un marcador CAPS, FR14-P22, cuyo disefio y condiciones de PCR pueden
consultarse en la Tabla 3.2. La region de interés fue amplificada tal y como se indica en el
apartado 3.6.1 pero en un volumen de 25 pl. La digestién con la enzima de restriccion se
llevo a cabo en un volumen final de 20 pl con 10 pl de producto de PCR, 2,5 U de enzima
y el buffer de reaccién segun las instrucciones del fabricante. Tras la digestion se separaron
los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Los dos ensayos TagMan (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) desarrollados
para el clonaje posicional de e#/6.3 (cap. 4.1) se basan en una reacciéon de PCR con
discriminacion 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 estan disefladas para hibridar especificamente con la
secuencia de uno de los dos alelos del polimorfismo a genotipar. El ensayo TagMan
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 extension 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
disefio de los marcadores se buscaron SNPs entre las lineas PS y SC utilizando los datos de
la resecuenciacién de las dos variedades parentales y la herramienta SUPER (Sanseverino ez
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 posiciéon respecto al inicio de la
pseudomolécula del GL VI de la version 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 disefiados utilizando el
sistema automatico de la pagina web del fabricante (www.lifetechnologies.com/snpcadt),
sus secuencias no estan disponibles para el usuario y son proporcionadas ya mezcladas en
un “assay mix”. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 5 ul afadiendo 2,5
ul de 2x TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, Estados
Unidos), 2,375 pl de DNA genémico (40 ng/ul) y 0,125 ul de “assay mix”. Se utilizaron
placas de 96 pocillos opacas (ref. 900113B, Deltalab, Barcelona, Espafia) y un equipo
LightCycler 480 del Servicio de Genémica del CRAG (Roche, Basel, Suiza) con el siguiente
programa de PCR: 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 17; 10 ciclos de amplificacion
en gradiente de temperatura consistentes en 95°C durante 20” y 61° durante 17
disminuyendo la temperatura desde 61°C hasta 57°C en intervalos de 0,8°C por ciclo; y 26
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ciclos de amplificacién a temperatura constante (95°C durante 20” y 57°C durante 1°).
Finalmente se cuantificé la fluorescencia a 37°C y se utilizé6 la opciéon “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 disefiaron 24 marcadores con quimica
KASP (LGC, Teddington, Reino Unido). En resumen, esta técnica consiste en una
reacciéon de PCR con discriminacion alélica utilizando dos “forward primer” (denominados
Al y A2) que se unen especificamente a un alelo del polimorfismo cada uno y un “reverse
primer” comun (C). Cada “forward primer” incorpora una secuencia que se hibrida con
una molécula fluorescente incluida en el buffer de reaccion, que queda permanentemente
unida al producto de PCR y que sirve para la deteccién de los alelos en la muestra. Los
SNPs entre PS y SC fueron obtenidos del mismo modo que para las sondas TagMan y el
disefio de los primers se realiz6 utilizando el software Kraken (LGC, Teddington, Reino
Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. I.as secuencias de los tres primers asi
como la posicion 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 anilisis de resultados fueron realizados por el Servicio de
Genodmica del CRAG en un equipo Fluidigm (San Francisco, Estados Unidos) a partir de 5
ul de DNA (40 ng/pl). Para facilitar la visualizaciéon de los resultados, se desarroll6 el
“script” fluidigm2tab.py que ordena las muestras y genotipos segun los parametros fijados
por el usuario (cédigo en el Anexo).

3.7. Clonaje posicional del QTL eth6.3

De la progenie de los individuos F, 7M80-11 y 7M80-231 se buscaron dos individuos F,
(TM80-11-4 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 micropropagacion
vitro mediante esquejes. Los marcadores utilizados fueron: A_16-C12 y PS_18-D10 en el
GL IIL; y PSI_41-H06, AP2/ERF, FR14-P22, CMCTN41, CMNG61_14, TJ14 y CI_23-F08
en el GL VI (Tabla 3.2). Veinte plantulas 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 afio se germinaron alrededor de 1.100 semillas de esos frutos,
que dieron lugar a la poblaciéon segregante 2012-F,. Para el clonaje posicional del QTL
eth6.3 se crib6 la poblacion 2012-F, con dos marcadores flanqueantes tipo TagMan SNP-
64.658 y SNP-2.826.073 (Tabla 3.3) para la detecciéon de recombinantes. Posteriormente se
utilizaron 24 marcadores adicionales disefiados con quimica KASP (Tabla 3.3) para el
genotipado fino del punto de recombinacién de cada uno de ellos. Todos los
recombinantes fueron cultivados y se obtuvo suficiente cantidad de semillas para un
fenotipado mediante analisis de progenie de entre 15 y 20 individuos por recombinante.
Del total de recombinantes se seleccionaron 17 segin su punto de recombinacién y sus
progenies fueron fenotipadas en los veranos de 2013 y 2014. Finalmente fue necesatio el
desarrollo de otros seis marcadores basados en secuenciacion (indicados en la Tabla 3.1)
para la seleccién de un gen candidato.

3.8. Deteccion de mutantes de TILLING

El cribado de la poblacién “CharMono” (6.200 mutantes) se llevé a cabo dividiendo la
secuencia del gen en dos fragmentos de 1.155 y 955 bp denominados Al 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 amplicon Al fue amplificado con los
“primers” Al1-6F 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 amplificacion de Al y A2, asi como
las Tm especificas de las PCR, pueden consultarse en la Tabla 3.4. La primera PCR
(denominada NT1) se realiz6 en un volumen de 25 pl con tampén NEB, 200 uM de dNTPs,
0,4 uM de cada primer, 1 pl de DNA polimerasa y 4 ng de DNA de “pools” de 8 mutantes.
El programa de amplificacion consistié en un primer ciclo de 94°C durante 2°; 30 ciclos de
94°C durante 157, Tm durante 30” y 72°C durante 1°, y un ultimo ciclo a 72°C durante 5’.
Se verifico y cuantificé el producto de PCR mediante gel de agarosa al 1%. La segunda
PCR (N2) se realizé en el mismo volumen y variando ligeramente la composiciéon: tampon
NEB, 200 uM de dNTPs, 0,1 uM de cada primer, 0,1 uM de cada sonda fluorescente
(M13F700 y M13R800), 1 uL. de DNA polimerasa y 1 pl del producto de la PCR N1. El
programa de amplificacion consistié en 94°C durante 2°, 10 ciclos de 94°C durante 157, Tm
durante 30” y 72°C durante 1°, 25 ciclos de 94°C durante 157, 50°C durante 30” y 72°C
durante 1°, y 72°C durante 5. La detecciéon de mutantes se realizé siguiendo el mismo
protocolo que Dahmani-Mardas ¢7 a/. (2010) y que brevemente consiste en una digestion
enzimatica del producto de N2 con la endonucleasa Endol y la separacion 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
mutacion exacta de los mutantes identificados se secuenci6 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 funcién proteica con la herramienta PROVEAN (Choi ez o/ 2012). Se pidieron
semillas M2 de aquellas familias portadoras de mutaciones con cambio de aminoacido al
banco de semillas del INRA (GAFL, Montfavet, Francia) que fueron sembradas y
genotipadas mediante secuenciaciéon (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 N1y N2 de los amplicones Al y A2 en el
cribado de la poblacién de TILLING “CharMono”. Se indican, ademas, la Tm y el
disefio de los “primers” utilizados para la verificaciéon por secuenciacién de los mutantes
encontrados. Los nucle6tidos subrayados indican las colas M13 utilizadas para marcar los
“forward  primer” (CACGACGTTGTAAAACGAC) y “reverse primer”’
(TAACAATTTCACACAGG).

Amplicon  Primer Uso Secuencia (5'-3") Tm (°C)
Al A1-2F PCR N1 GATCAGCTTTGCCTGTTTTGTGCAA 55
Al A1-3R PCR N1 ATTGTTGGCCACTATTCCTTGAAGC 55
Al A1-6F PCRN2Y  ( CGACGTTGTAAAACGACCTTCCTCCTCTTCTTC 50/60

secuenclacion
Al A1-8R PCR N2 TAACAATTTCACACAGGCTTCCATTGAATCTTCCC 50/60
Al A1-9R Secuenciacion 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 NZ y TAACAATTTCACACAGGCTAAAACCCCTCAATACC 50/60
secuenclacion
A2 A2-16F  Secuenciacién ATAACAATTTCACACAGGGGGTTGAATTGAACTGG 62
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3.9. Obtencion de una construccion RINAi

La obtencién de una horquilla de RNA (hpRNA) para el experimento de RNAi (cap. 4.4)
se realizo en tres fases: primero se construyo el casete de expresion del hpRNA utilizando
el vector pKANNIBAL (Wesley ez 2/ 2001) en E. coli, después se clond el casete en el
vector binario pART27 (Gleave 1992) y por ultimo se transformé Agrobacterinm tumefaciens
con la construccion final pART27-HP.

3.9.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las bacterias utilizadas en la construcciéon del hpRNA fueron E. /i cepa JM109 (Promega,
Madison, USA) y _Agrobacterium tumefaciens cepa AGLO. Las dos cepas son competentes y
pueden ser transformadas mediante choque térmico tal y como se indica mas adelante.

El cultivo de bacterias se realizé en medio LB (Bertani 1951) al que se le afiadieron agentes
de seleccion como kanamicina (kana, 50 mg/l), espectinomicina (spec, 50 mg/l) y
rifampicina (tif, 50 mg/L). En algunos casos también se afiadié IPTG (0,1 mM) y X-gal (20
mg/1) para utilizar el sistema “reporter” LacZ. Para el cultivo en placa de Petri se afiadieron
15 g/1 de agar (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) pata obtener un medio sélido. La
temperatura de crecimiento fue de 37°C para E. /i y 28°C para Agrobacterium.

3.9.2. Técnicas especificas utilizadas en la obtenciéon del RNNAi

A continuaciéon se describen las técnicas utilizadas tunicamente en el proceso de
construccion del hpRNA.

Digestiones enzimaticas

Todas las digestiones enzimaticas de este apartado fueron realizadas en un volumen de
50 pl ajustando la cantidad de DNA segun las caracteristicas de cada enzima. Para asegurar
una digestiéon completa se incubaron las muestras durante 3 horas a la temperatura
indicada, afiadiendo 1 pl de enzima al término de la segunda hora. Después de cada

digestion enzimatica 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 reaccién se calculd la
concentracién molar tanto del inserto como del vector mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Se realizaron dos reacciones de ligacion en paralelo con unos ratios

inserto/vector distintos y especificos para cada caso. El periodo de incubacién fue de 10
horas a 16°C.

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 excepcién de que, en lugar de afadir DNA, se resuspendieron en la
mezcla de reaccidén bacterias muestreadas directamente de cada colonia. Las parejas de
“primers” utilizadas se especifican mas adelante. El resultado de la PCR fue visualizado
mediante electroforesis en gel de agarosa.

Minipreparaciones
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Las minipreparaciones de DNA de plasmido fueron realizadas a partir de 3 ml de cultivo
de bacterias que se dejaron crecer durante 12 horas. Tras una precipitacion mediante
centrifugaciéon durante 10 minutos a 3.000 rpm, se lisaron las células y se purificaron los
plasmidos con el kit Gene Jet Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, Waltham, Estados
Unidos). El resultado de la minipreparacion fue cuantificado mediante electroforesis y con
Nanodrop.

Transformacién bacteriana

Para la transformacion de la cepa JM109 de E. co/i se sigui6 el protocolo recomendado por
el proveedor (Promega, Madison, USA). Brevemente, consiste en precipitar el plasmido
sobre la pared celular bacteriana con hielo y provocar su desestabilizaciéon mediante un
choque térmico a 42°C de forma que el plasmido se introduzca en el interior.
Posteriormente se dejaron crecer las bacterias en medio LB liquido durante una hora antes
de ser sembradas en placas con medio LB sélido con el agente de selecciéon adecuado. Las
primeras colonias transformantes comenzaron a ser visibles a partir de las 12 h desde el
cultivo. Por otro lado la transformacion de la cepa AGLO de Agrobacterium consisti6 en: (1)
mezclar células competentes con DNA plasmidico en una proporcion 2:1 v/v y mantenetlo
5 minutos en nitrégeno liquido, (2) realizar un choque térmico a 37°C durante 30 minutos,
(3) anadir 1 ml de medio de cultivo liquido e incubar durante 1 hora y (4) cultivar alicuotas
de 300 pl en placas con medio selectivo. Entre las 48 - 72 horas comenzaron a crecer las
primeras colonias transformantes.

Glicerinado

El glicerinado de bacterias consistié en diluir una alicuota de 850 pl de cultivo liquido con
150 ul de glicerina seguido de su congelaciéon inmediata con nitrégeno liquido y su
conservacion a largo plazo a -80°C.

3.9.3. Proceso de construccion del hpRNA

El proceso de construcciéon comenzé con la amplificaciéon del fragmento denominado
200-NAC, entre los nucledtidos 1.003 y 1.203 del gen MEL.O3C076540, mediante PCR
con los “primers” HP-2F y HP-2R. Las caracteristicas de todos los “primers” utilizados en
este apartado pueden consultarse en la Tabla 3.5. La reaccién se llevé a cabo en un
volumen de 50 ul a partir de 200 ng de DNA del parental SC utilizando el kit Phusion
Green High-Fidelity DNA Polymerase segin las instrucciones del fabricante (Thermo
Scientific, Waltham, Estados Unidos) y utilizando el mismo programa de amplificacién que
para el genotipado de SSRs (ap. 3.6.1). A continuacién el fragmento 200-NAC vy el vector
pKANNIBAL fueron digeridos por separado con las enzimas EwRI y Kpnl, purificados y
cuantificados para calcular los ratios molares de la ligaciéon (5x y 10x en este caso). El
producto de ligaciéon fue utilizado para transformar E. ¢/ y las bacterias con la
construccion pKan-200-NAC fueron seleccionadas mediante el cultivo en medio LB +
kana. Se cribaron las colonias resistentes mediante PCR de colonias con los “primers”
358-F y HP-2R y se confirmé la construcciéon de las colonias positivas mediante la
digestion de la minipreparacion con EwRIy Kpul y su secuenciacion con el “primer” 35S-F.
Para la insercién de la segunda copia de 200-NAC se repitié el mismo proceso. En este
caso, en lugar de pKANNIBAL se utilizé6 pKan-200-NAC, las enzimas de restriccion
fueron Xbal y Hindlll, y los “primers” utilizados int4-F y HP2-F (para la PCR de colonias)
y 35S8-F y int2-F (para la secuenciacién de la minipreparacion).

Una vez completada la construccion del vector pKan-HP, se separ6 el casete de expresion
mediante digestiéon enzimatica con Nozl. El aislamiento del casete (3.366 bp) del resto del
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vector (3.882 bp) se realizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa recuperando la banda
de interés del gel con una hoja de bisturi 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 realizé un tratamiento con fosfatasa alcalina (tSAP, New
England Biolabs, Ipswich, USA) para prevenir su recircularizacioén. El casete y pART27
fueron ligados con unos ratios inserto/vector de 10x y 15x y la ligacién fue utilizada para la
transformacion de E. co/i. En este caso las bacterias fueron cultivadas en el medio LB +
spec + IPTG + X-gal para utilizar el sistema LacZ en la seleccion de colonias
transformantes. Se verifico la presencia de pART27-HP mediante PCR de colonias con los
“primers” OCS-F y pARTlac-3R y se extrajo el plasmido de las colonias positivas mediante
minipreparacién para su confirmaciéon mediante digestion con la enzima No#A y
secuenciacién con los “primers” indicados en la Tabla 3.5.

Finalmente, el vector binario pART27-HP fue introducido en Agrobacterinm tumefaciens y las
bacterias transformadas fueron cultivadas en medio liquido LB + rif + spec hasta la
aparicion de las primeras colonias. Las colonias se verificaron mediante PCR con los
“primers” OCS-F y pARTlac-3R y después se conservaron a -80°C mediante glicerinado.

Tabla 3.5: Secuencia y localizacion de los “primers” utilizados en la construccion
RNAIi. Los nucleétidos subrayados indican las dianas de restriccion: EcwRI (GAATTC) y
Kpnl (GGTACC). En negrita se indican las dianas de restriccion: Xbal (TCTAGA) y
Hindlll (AAGCTT).

a: “primers” utilizados en la verificacion por secuenciacion de pKan-HP.

b: “primers” utilizados en la verificacién por secuenciacion de pART27-HP.

Primer Localizacién Secuencia (5'-3') (Tg;
HP-2F MELO3C016540 CGGTCTAGAGAATTCAGCAATGCTACCAATTCAAAAC 60
HP-2R MELO3C016540 CGGAAGCTTGGTACCGTGAGTAGAGTGGTGAAGGA 60
358-Fab Prﬁzgoéli}‘gxg S TCATTGCGATAAAGGAAAGGC 60
355-Rb Pr‘a‘)’}‘g&ﬁgxsﬁ GGGATGAAGTTCAACCTGTC 55
int-1R> Intrén pdé (PKANNIBAL) TCATACTAATTAACATCACTTA 44
int-2Fsb Intr6n pdk (pPKANNIBAL) AATATAACAAAGCGCAAGATC 60
int-4Fb Intrén pdé (PKANNIBAL) GTATAAAATAGTTAAGTGATGTT 60
OCS-Fb gﬁ;ﬂgﬁ(g A"S 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. Analisis bioinformatico de secuencias
3.10.1. Analisis comparativo y filogenético de secuencias
En este trabajo de se han realizado analisis comparativos y filogenéticos de secuencias,
tanto de DNA como de proteinas, para la validaciéon del gen candidato mediante

secuenciacion (cap. 4.2) y en el disefio de la construccion de RNAi (cap. 4.3). La
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procedencia de las secuencias analizadas es diversa y se detalla a continuaciéon. La lista de
secuencias de DNA de los genes NAC de melén se obtuvo mediante la prediccion de
dominios NAC en el genoma de referencia (Garcia-Mas et a/. 2012) utilizando la
herramienta hmmscan del software HMMER3 (Finn ef a/. 2011). El perfil del dominio NAC
(codigo PF02364) fue descargado de la base de datos Pfam (Finn ef 2/ 2014) en mayo de
2015. El punto isoeléctrico y peso molecular de las proteinas NAC de melén fueron
calculadas con la herramienta Sequence Manipulation Suite (Stothard 2000). Las proteinas
NAC de diversas especies y con funcién conocida se obtuvieron a través de una busqueda
bibliografica 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 relaciéon completa de genes utilizados se encuentra en la Tabla 3.6. Las secuencias de
DNA de MEILLO3C016540 en una coleccién de variedades de melén se obtuvieron a partir
de la secuenciacién de cuatro amplicones (Tabla 3.1) en las 54 variedades del COMAYV.

Tabla 3.6: Lista de proteinas de la familia de factores de transcripciéon NAC de
diversas especies y de funcién conocida con el cédigo UniProt y la referencia del
trabajo en el que fueron descritas.

Especie Proteina Funcién Cédigo UniProt Referencia
Oryza sativa OsNAC1 Crecimiento y desatrollo Q8HOI5_ORYSA Hu e al. 2006
Oryza sativa OsNAC2 Crecimiento y desatrollo Q8HO0I4_ORYSA Chen ¢t al. 2015b
Oryza sativa OsNAC6 Hstrés NAC48_ORYS] Nakashima ez a/. 2007

Solanum lycopersicum SINAC1 Estrés QO6RH27_SOLLC Selth ez al. 2005
Solanum lycopersicum SINAM1 Estrés B8XS01_SOLLC Yang ¢t al. 2011a
Solanum lycopersicum SINAC2 Hstrés K4BWV2_SOLLC Uppalapati ef al. 2008
Solanum lycopersicum SINAC3 Hstrés K4CH25_SOLLC Han ez al. 2012
Solanum lycopersicum SINAC4 Maduracién K4D6QO_SOLLC Zhu et al. 2014
Solanum lycopersicum SINAC-NOR Maduracién Q56UP7_SOLLC Patente US 6.762.347 B1
Glycine max: GmNAC2 Hstrés Q52QR4_SOYBN Jin et al. 2013
Capsicum annunm CaNAC1 Estrés Q3ZN85_CAPAN Oh et al. 2005
Solanum tuberosum SINAC Hstrés Q94872_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 QI93XA6_PHAVU Tucker e al. 2002
Avrabidopsis thaliana ATAF1 Hstrés Q2HIR8_ARATH Wu et al. 2009
Avrabidopsis thaliana ATAF2 Hstrés NAC81_ARATH Delessert et al. 2005
Arabidopsis thaliana CuC1 Crecimiento y desarrollo NAC54_ARATH Takada ez /. 2001
Arabidopsis thaliana cuc2 Crecimiento y desarrollo NAC98_ARATH Aida et al. 1997
Avrabidopsis thaliana CUC3 Crecimiento y desarrollo NAC31_ARATH Vroemen ef al. 2003
Avrabidopsis thaliana NAC1 Crecimiento y desarrollo B2CUT4_ARATH Xie et al. 2000
Arabidopsis thaliana NAC2 Senescencia NAC56_ARATH Balazadeh e# a/. 2010
Avrabidopsis thaliana NST1 Pared Celular NAC43_ARATH Mitsuda ef al. 2005
Avrabidopsis thaliana NST2 Pared Celular NACG66_ARATH Mitsuda e al. 2005
Arabidopsis thaliana NST3 Pared Celular NAC12_ARATH Hussey ez al. 2011
Arabidopsis thaliana NAP Senescencia NAC29_ARATH Guo & Gan 2006
Avrabidopsis thaliana TIP Hstrés QILKGS8_ARATH Ren ez al. 2000
Arabidopsis thaliana AtNAM Crecimiento y desarrollo NAC18_ARATH Duval ez al. 2002
Arabidopsis thaliana VNI1 Pared Celular NAC82_ARATH Kubo et al. 2005
Avrabidopsis thaliana VNI2 Pared Celular NAC83_ARATH Yamaguchi e al. 2010
Avrabidopsis thaliana FEZ Crecimiento y desarrollo FEZ_ARATH Willemsen ez al. 2008
Arabidopsis thaliana BRN1 Crecimiento y desarrollo BRN1_ARATH Bennett ef a/. 2010
Arabidopsis thaliana BRN2 Crecimiento y desarrollo BRN2_ARATH Bennett ef a/. 2010
Avrabidopsis thaliana SMB Crecimiento y desarrollo SMB_ARATH Bennett ef al. 2010
Arabidopsis thaliana ORE1 Senescencia NAC92_ARATH Qiu ez al. 2015
Arabidopsis thaliana ORS1 Senescencia NAC59_ARATH Balazadeh e# a/. 2011
Avrabidopsis thaliana JUB1 Estrés NAC42_ARATH Wu et al. 2012
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Los alineamientos multiples de secuencias (DNA y proteinas) se realizaron a partir de
archivos en formato fasta con la herramienta Clustal Omega (ClustalO, Sievers ef al. 2011).
Para la visualizacion de alineamientos se utilizé la aplicacion Jalview 2.8 (Waterhouse ef al.
2009) estableciendo un limite de conservacioén de 75% para la coloracion de los residuos. El
sombreado de los subdominios NAC se corresponde con las regiones indicadas en Zhu ef
al. (2014). El calculo de conservacion de cada base respecto al resto de secuencias alineadas
se realiz6 con Jalview. Para la reconstrucciéon de la filogenia de las secuencias se utilizé el
método “Neighbor-joining” en MEGA 06.06 (Tamura et al. 2013) realizando 1.000
iteraciones “Bootstrap” para comprobar su fiabilidad. La representacion grafica de la
filogenia en forma de cladograma se realiz6 con el paquete ape (Paradis ef a/. 2004) para R.

3.10.2. Analisis del RINA-Seq

El analisis del estudio transcriptomico de la maduracion del fruto mediante RNA-Seq (cap.
4.5) precis6 de una gran variedad de programas y “scripts” diferentes especializados en
llevar a cabo cada uno de las partes del analisis. A continuacion se describe en detalle cada
paso del proceso, representado en la Figura 3.1, excepto la secuenciacion y el primer filtro
de calidad, que fueron realizados por el Servicio de Secuenciaciéon Masiva del CRAG. El
analisis se puede resumir en: la preparaciéon de las lecturas para el mapeado, el mapeado
utilizando el genoma de melén como referencia, el recuento de lecturas mapeadas en cada
uno de los genes, el andlisis de expresion diferencial y por ultimo la caracterizacién de los
genes diferencialmente expresados.

Secuenciacion

|, lecturas (stf)

1¢* filtro de calidad
Newbler 2.6

|, lecturas (sff)

Conversion de formato lecturas (sff)

Sff2fastq0.9.2

|, lecturas (fastq) Control de calidad

2¢ filtro de calidad FastQCO0.11.2
lecturas (sff)

Trimmomatic 0.33
| lecturas (fastq)
Mapeado Alineamiento | Control de calidad
Jplincamiento (sam) HISAT 0.1.16 (sam) Qualimap 2.1.1
| alineamiento (sam)

Nues‘? atr_uztoa 4c ton anotacion Recuento de secuencias
Cu;;;i:ee 2 2 1 (gtf) HTSeq-count 0.6.1
e \l/ tabla de recuento (txt)

Analisis de expresion diferencial
expresion DESeq21.8.1 expresion
normalizada (txt) normalizada (txt)

tabla de genes
Analisis de expresion DE (txt)
R3.2.1

Analisis exploratorio
Analisis funcional DFESeq21.8.1
GOSlim / BinGO 2.44

Caracterizacion de genes DE
Mapman 3.6 / qgman

Figura 3.1: Analisis 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 analisis. 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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Preparacion de las lecturas para el mapeado

La preparacion de las lecturas para el mapeado consistié en unir los archivos de las dos
carreras de secuenciacion para ser analizados conjuntamente, adaptar su formato para los
analisis posteriores y realizar un segundo filtrado de calidad, mas exhaustivo, para asegurar
un buen mapeado.

Para unir los archivos obtenidos en las dos carreras de secuenciacion se utilizé la funcion
sfffile del programa Newbler 2.6 (Roche, Basel, Suiza). Se realiz6 una conversion de formato
sff a fastg con el programa sff2fastq 0.9.2 (github.com/indraniel/sff2fastq) para hacer
compatibles los archivos de lecturas con las herramientas utilizadas mas adelante y se
exploré 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 realiz6 con el programa Trimmomatic 0.33 (Bolger ez a/.
2014) con el objetivo de que el promedio de la calidad (“Phred score”, que varfa 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 utilizo 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 estableci6 el tamafio minimo de

lectura en 40 bp y se comprob6 la eficacia del filtrado mediante un control de calidad con
FastQC.

Mapeado y recuento de las lecturas

El mapeado de las lecturas se realizé utilizando HISAT 0.1.16 (Kim e# /. 2015) para lo que
se generé un indice de sitios de “splicing” de la anotaciéon 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 realiz6 utilizando este indice y la version 3.5.1 del genoma de referencia
organizado en pseudocromosomas (Argyris et al. 2015b) con los parametros 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 utilizé el
programa Qualimap 2.1.1 (Garcia-Alcalde e a/. 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 utiliz6 Stringtie 1.0.4 (Pertea ez a/. 2015) para generar una nueva anotaciéon del genoma a
partir de cada uno de los archivos saz utilizando la anotacién 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 ef @/ 2013). La nueva
anotaciéon (formato gff), junto con los alineamientos de secuencias (sa7z) obtenidos de
HISAT fueron utilizados para realizar el recuento de lecturas de cada gen con el programa
HTSeq-count 0.6.1 (Anders e# al. 2015). El resultado, una tabla en formato #xf que contiene
el nimero de lecturas mapeadas en cada gen en cada uno de los alineamientos, fue utilizado
para el analisis de expresion diferencial.

Procesamiento del recuento de lecturas y analisis de expresion diferencial
Para el procesamiento del recuento de lecturas y el analisis de expresion diferencial se

utiliz6 el paquete DESeq2 1.8.1 (Love ¢f al. 2014) para R, desarrollado especificamente para
el analisis de este tipo de experimentos. Por tanto todas las funciones nombradas a partir
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de aqui pertenecen a este paquete o son funciones basicas de R salvo que se indique lo
contrario.

El procesamiento del recuento de lecturas consisti6 en la normalizacion de los datos
obtenidos de HTSeq-count. Se utilizé la funciéon DESeq para normalizar en funciéon del
nimero de secuencias mapeadas y de su dispersion, obteniendo un data.frame con toda la
informacién necesaria para el analisis de expresion diferencial.

Para los analisis exploratorios de la expresion génica global, se realizé una transformacion
logaritmica de los datos normalizados de recuento de lecturas con la funcién /g, que utiliza
una escala logaritmica con base 2. La tabla de recuento transformada permiti6 el calculo y
representaciéon de un analisis de componentes principales (PCA) mediante la funcién
plotPCA. El estudio de la distancia entre las muestras se realizo a partir de los datos de
recuento transformados de los 500 genes mas expresados a través del calculo de la matriz
de distancias (funcién Jis) y de la agrupacion jerarquica de las muestras (funcion belust). La
representacion grafica en forma de “heatmap” se realizé mediante la funcion beatmap.2.

El analisis de expresion no precisé de una transformacion de los datos y se realizé 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 biologicas
de cada muestra. La visualizacion mediante diagramas de Venn de los genes especificos de
cada muestra, asi como los genes comunmente expresados entre ellas, se realiz6 con la

funcion draw.quad.venn del paquete VennDiagram 1.6.9 (Chen & Boutros 2011) para R.

Los analisis de expresion diferencial entre dos muestras, denominados contrastes, se
realizaron con la funcion results, que lleva a cabo los siguientes pasos: primero estima los
factores de tamafio y la dispersion de las secuencias mapeadas en cada gen, después ajusta
una distribucién binomial negativa y realiza una prueba de significacién 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 comparacion. Finalmente resu/s ajusta los p-valores de
la prueba de Wald para comparaciones multiples mediante el método de Benjamini y
Hochberg (BH). El resultado del analisis de expresion diferencial es una tabla que contiene,
para cada gen de la anotacidn, una serie de estadisticos como el promedio de lecturas
mapeadas, el “fold change”, el p-valor y el p-valor ajustado, entre otros. En este trabajo se
establecié un p-valor ajustado de 0,05 como umbral de significacion para considerar un gen
como diferencialmente expresado (DE), que es equivalente a permitir un maximo de 5% de
falsos positivos. Se utilizé el paquete de R VennDiagram para la representaciéon mediante
diagramas de Venn de los genes DE en comun entre los contrastes (funciéon
draw.pairwise.venn).

El estudio de las diferencias de expresion entre las lineas a lo largo del tiempo se realizo
mediante la aplicaciéon de una férmula de disefio que modela las diferencias entre lineas, las
diferencias entre condiciones y las diferencias especificas de cada linea entre las dos
condiciones (funcién DESeq con la opcion design = ~ line + condition + line:condition).
Posteriormente se extrajeron los genes DE mediante la aplicacién de una prueba de razén
de verosimilitud (opcién zesz = RLT de la funcién results) entre la férmula anterior y una
version reducida en la que se elimina del factor interaccion (reduced = ~ line + condition). Los
p-valor obtenidos fueron ajustados para comparaciones multiples con el método BH y se
escogi6 un p-valor ajustado de 0,05 (5% de falsos positivos) como limite de significacion.
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Caracterizacién de genes DE

La anotacién funcional de los genes DE se realizé extrayendo del fichero con toda la
anotaciéon funcional del genoma del melén (Garcia-Mas e al. 2012) los codigos GO
asociados con cada uno de ellos. El resumen de la anotacién funcional se hizo con la
herramienta GOSlimViewer de AgBase (McCarthy e a/. 20006) utilizando la ontologia
abreviada especifica de plantas GOSlim-Plant (descargada de geneontology.org en julio del
2015). El analisis de enriquecimiento de términos GO en los grupos de genes DE respecto
al genoma de referencia se realizé con el plugin BinGO 2.44 (Maere e al. 2005) para el
programa Cytoscape 3.2.1 (Shannon ez a/. 2003), que también permitié la representacion de
los resultados utilizando la ontologia GOSlim-Plant. Los p-valores inferiores a 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

La representacion de la distribuciéon de los p-valores ajustados asociados a cada gen
respecto a su posicion cromosémica (“Manhattan plot”) se llevé a cabo con el paquete
qgman (Turner 2014) de R a partir de los p-valores ajustados obtenidos en el analisis de
expresion diferencial y la posicion fisica de cada gen. Se utilizaron los datos de la
resecuenciacion de la linea 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 realizé6 a través de la construcciéon de una tabla de
contingencia y la aplicacién de una prueba exacta de Fisher (funcién basica de R fisher.zes?),
tomando un p-valor menor a 0,05 como significativo.

La representacion grafica de las diferencias de expresion de los genes relacionados con la
ruta del etileno y de los factores de transcripcion se realizé con el programa MapMan 3.6.0
(Thimm e al. 2004) a partir de una lista de genes relacionados con estos procesos seguin su
anotaciéon en el genoma de referencia. Ia lista completa de genes representados esta
recogida en la Tabla A.4.5.6 del Anexo. Se utilizaron los valores de “fold change”
obtenidos del andlisis de expresion diferencial para el codigo de color. La imagen de la ruta
es la Figura 1.4 modificada. Los graficos de lineas que representan la expresion de los genes
implicados en la maduracién del fruto se realizaron a partir de los valores de expresion
normalizados de cada una de las réplicas con la funcién plotCounts.
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4.1. Clonaje posicional del QTL eth6.3
4.1.1. Introduccion.

Este trabajo de clonaje posicional de un QTL implicado en la maduracién climatérica del
fruto de melén parte del hallazgo de la linea climatérica SC3-5 en la coleccién de NILs
procedente del cruzamiento entre los parentales no climatéricos PS (parental recurrente) y
SC (parental donante) (Eduardo ef @/ 2005). Mediante la caracterizaciéon de SC3-5 y de su
linea 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
maduracién climatérica del fruto de melén (Moreno ez al. 2008; Vegas et al. 2013).

Para estudiar el modo en el que los dos QTLs interaccionan, fueron desarrolladas cuatro
lineas con diferentes combinaciones en homocigosis que fueron denominadas genotipos
fijos (GF): la linea GF31 con ambos QTLs, la linea GF35 con e#3.5 y la linea GF40 con
eth6.3. Los primeros estudios de interaccion parecian indicar que ezh3.5 no era capaz de dar
lugar a frutos climatéricos por si mismo, mientras que el efecto de e#)6.3 parecia mayor y
suficiente para producir un fenotipo climatérico cuando estaba solo. Sin embargo, en
estudios posteriores se midi6 la produccion de etileno y se demostrd que tanto e#h3.5 como
eth6.3 son capaces de producir la hormona e inducir la maduracion climatérica del fruto de
forma independiente, pero que cuando ambos estan presentes interaccionan de forma
aditiva acelerando el proceso (Vegas ez al. 2013). En el caso de la producciéon de etileno, la
linea GF31 produce el caracteristico pico climatérico a los 35 dias tras la polinizacion
(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 patrén similar: la linea mas productora es GF31 seguida de
GF35 y GF40 (4,4, 2,5 y 2 ul/kg h respectivamente). La interaccion entre e#h3.5 y eth6.3
también se evidencia a través de otros procesos relacionados con la maduracién del fruto
como la dehiscencia, los cambios de coloracién externa del fruto y la producciéon de aromas
caracteristicos, que tienen lugar adelantados en el tiempo y con mayor intensidad en la linea
GF31 seguida de GF35 y GF40. Por dltimo, cabe destacar que tras numerosas campafias de
fenotipado de las lineas que contienen e#h3.5 se ha puesto de manifiesto un elevado
componente ambiental en el efecto del QTL. Este fendmeno se refleja en la presencia de
zona de abscision, el tiempo de dehiscencia o los cambios de coloracién externa del fruto,
que pueden llegar a variar enormemente de un afio a otro (Vegas 2014).

Tras la deteccion de e#h6.3, se construyé una poblacion con el alelo en homocigosis de SC
fijado en ezh3.5 para su mapeo fino mediante la bisqueda de recombinantes en la region del
QTL y se redujo el locus e#h6.3 al intervalo comprendido entre los marcadores AlL_03-B03 y
FR14-P22 en la region 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 e#63.5 no se pudieron
distinguir recombinantes heterocigotos para eh6.3 y, por tanto, no fue posible reducir mas
el intervalo (Vegas 2014). El trabajo realizado en este apartado de tesis parte de estos
ultimos esfuerzos por reducir el intervalo y tiene como objetivo el clonaje posicional de
eth6.3 mediante el desarrollo de una nueva poblacién segregante el alelo de PS fijado para
eth3.5 y la busqueda de recombinantes tomando como punto de partida la region
flanqueada por los marcadores AP2/ERF y FR14-P22. Mediante el uso de esta estrategia se
pretende separar el efecto de e#h3.5 del de e#h6.3 para facilitar el andlisis fenotipico de los
recombinantes, optimizando asi el proceso de clonaje posicional del QTL.
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Figura 4.1.1: Produccién de etileno durante la maduracion del fruto de las lineas PS,
GF31, GF35 y GF40. Se representa el promedio T desviacién estandar de tres réplicas
biolégicas. Se mide la produccién de etileno en dfas después de la polinizacion (DAP).
Figura adaptada de Vegas ef a/. (2013).

.
5
g
14
i 9 2
- F zE
g $ 2
“ o &5
3 3 43
g = g 33
u 2 32 = 23
g “ o Gu s
$ z s 8 2 29 H S
il 0. H :
es # 4 g wod 32Bc00 g o S
B8 ° 333 g8 g3a;n 5. 8 s 2z 3
gng BgiE sEmv: 2 - 88 EOEG 2
S22 25 33 238, EL08°S R 8 §F 5 S 5 g 8 g g
B Lt TS SMecSR pR Rl Zecs8 2. 3 g 3
3 2 s ;”gﬁ}s§*§g§=;3=,gzigsazggjgsé.ii'» EE 3%, 58 3
g 8 3 ess§z§3§3=§igg§3§§§g§§x§§g Saccadid, g BGe qEst ol
5 gz 8 3330 SISIS8250043555 0 AR00aCC 00008 308 3383, 33 g8E o
¢ S s
= e £ 8
b AR 3 i L [ -y
I 1 1 1 T 1 1 1 1
- -
g g 3 & g 2 ¥ :
- %) g 3 B 3 = = o
o = = et - =] @ %
3 o S S < < w :
g
5. |
B |
2
= |
Rec 59
Rec
Rec 71 Rec 100 Rec 103 Rec 99 |

ML

o
1

2837

—
B

281734

v

S

283215 1+—X

28,3377 4—

[~ AP2/ERF 8.
b FR14-P22°

Figura 4.1.2: Mapa genético de alta resolucion del Jocus eth6.3. Se representa el
trabajo de mapeo realizado por Vegas (2014), que redujo la regién del QTL hasta un
intervalo de 2,75 Mbp en la regién 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 melén (Diaz e al. 2011) con la
introgresion de SC en el fondo genético de PS de la NIL SC3-5-1 en color verde; un mapa
genético de media resolucion de la region; y un mapa fisico de alta resolucion en el que se
sefiala, en color amarillo, el intervalo de e#46.3 publicado en Vegas ¢f al. (2013). Modificado
de Vegas (2014).
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4.1.2. Obtencién de una poblacién segregante para eth6.3.

Para el clonaje posicional del locus e#)6.3 fue necesaria la obtencién de una poblacion
segregante que permitiera detectar el mayor nimero posible de recombinantes dentro del
intervalo del QTL y que al mismo tiempo elimine la influencia de e#3.5 que se observé en
el mapeo anterior (Vegas e al. 2013). Para ello se identificaron mediante marcadores
moleculares dos individuos F, procedentes de un cruzamiento anterior SC3-5-1 x PS
(poblaciéon 7M80, Vegas ¢7 al. 2013) denominados 7M80-11 y 7M80-231, que tuvieran fijada
con el alelo de PS la introgresion en el GL 111 (e#63.5) y fueran heterocigotos en la del GL
VI (eth6.3). A pesar de que estos individuos ya no existian se conservaban DNA y semillas
procedentes de su autofecundacion, que fueron utilizadas para identificar en su progenie
varios individuos F; idénticos a ellos (Tabla 4.1.1). Dos plantas F, elegidas al azar (7M80-
11.4 y 7M80-231.5) fueron replicadas mediante micropropagacion # 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 mas de 1.300 semillas procedentes de las réplicas
del individuo 7M80-11.4 dando lugar a la poblacién segregante 2012-F,. El proceso de
obtencion de la poblacion 2012-F, esta esquematizado en la Figura 4.1.3.

III VI 111 VI
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SC3-5-1 PS
F &
111 VI
Poblacion 7M80 Fz ®
(7M80-11y 7M80-231) 1 A 16.C12 -
11T VI
Seleccion de individuos F: PS_18-D10—
TM80-114y 7M80-2315 L3 oSL 4Lt06
AP2/ERF —
FR12-P22 —
® CMCTN41 -
CMNG61_14—
Cribado de recombinantes a a 25#}: -

partirde 1.300 individuos 2012-F, |

Fenotipadode 2013-PT 2014-PT

progenies

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 esta dentro de un
circulo, sefiala autofecundacién. Las barras verticales de color negro representan los GL
indicados con ndmeros romanos, y las cajas de colores representan las regiones de los
QTLs eth3.5y etht.3 en los GL 111 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 seleccion 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 generacién de la
poblacion segregante 2012-F,. Se indica la planta F, original y la planta F; genotipada con
los marcadores que se muestran, representados segin 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 melon permiten realizar
solamente dos generaciones por afio asi que los procesos de micropropagacion 7 vitro y la
obtencién de la poblacién 2012-F, se realizaron en la primera mitad de la campafia (entre
abril y julio de 2012) con el objetivo de aprovechar la segunda mitad de la campafia para la
busqueda y el cultivo de los recombinantes. En la Figura 4.1.4 se representa la distribucion
temporal de todos los experimentos realizados durante el clonaje posicional de ez56.3.

Busqueda de individuos F,.

4 Micropropagacion in vitro de TM80-11-4 y 7M80-231-5.

t Aclimatacién y cultivo de 7M80-11-4 y 7M80-231-5y produccién de semillas.
Germinacion y basqueda de recombinantes.

Genotipado fino de recombinantes.

; Analisis de progenie Anilisis de progenie

2013-PT 2014-PT

2012 2013 2014

Figura 4.1.4: Distribucion temporal de los experimentos llevados a cabo durante el
clonaje posicional de eth6.3. Las cajas de colores representan la duracion 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 produccion de semillas durante la primera parte de la
temporada 2012 (caja morada). Tras el cultivo se germinaron aproximadamente 1.400
plantulas que dieron lugar a la poblacion 2012-F,, 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. Busqueda de recombinantes en el intervalo de eth6.3.

Gracias a la resecuenciaciéon de las dos lineas parentales PS y SC disponible en el
laboratorio y al desarrollo de varios scripts de analisis por parte de otros miembros del
departamento (Sanseverino e al. 2015) se encontraron 1.235.204 SNP entre ambas
variedades que pudieron ser utilizados para el disefio de marcadores moleculares en el
intervalo de ezh6.3. Tomando como punto de partida la regiéon cromosémica del QTL,
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acotada en trabajos anteriores entre los marcadores AP2/ERF y FR14-P22, se utilizaron
dos SNP préximos a ellos para desarrollar dos sondas TagMan denominadas SNP-64.658 y
SNP-2.826.073 (Figura 4.1.5). La nomenclatura proviene de su posiciéon respecto al inicio
del scaffold00028 en la versién 3.5 del genoma de referencia. Estos marcadores fueron
utilizados en la criba de la poblacién 2012-F, para la busqueda de recombinantes. Tras la
germinacion de mas de 1.300 semillas pertenecientes a la poblacion 2012-F, se genotiparon
1.140 plantulas detectando 27 recombinantes en el intervalo de ¢#)6.3, lo que supone un
porcentaje de recombinacion del 1,18%. Durante el cribado de esta poblaciéon, no se
encontraron dobles recombinaciones entre los marcadores y la segregacion de los alelos
mostro la distribucion habitual 1:2:1, tal y como se muestra en la Tabla 4.1.2.
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SNP-64.658 SNP-2.826.073

Figura 4.1.5: Mapa fisico del intervalo de eth6.3 y posicion de los marcadores
utilizados en el cribado de la poblacion 2012-F,. Las lineas 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 ez a/. (2013).

Tabla 4.1.2: Segregacion de alelos para los marcadores flanqueantes en la poblacion
2012-F,. Se representa el nimero de plantas detectadas con cada combinacién de alelos en
un total de 1.130 individuos.
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Posteriormente fue posible la saturacién de la region ezh6.3 con 24 nuevos marcadores SNP
(usando tecnologia KASP, Tabla 3.3) con una densidad de un SNP/110 Kb (Figura 4.1.6a).
De nuevo, los marcadores fueron nombrados segun la posicion del SNP en el
scaffold00028 del genoma de referencia (version 3.5). Cada uno de los 27 recombinantes
fue genotipado, encontrandose 13 puntos de recombinaciéon distribuidos a lo largo de la
region. Es de destacar la acumulacion 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 funcién de la posicion del punto de recombinaciéon dentro del GL
empezando por RO1 y hasta R27.

Los recombinantes fueron trasladados a Torre Marimén entre agosto y septiembre de 2012,
donde fueron autofecundados y produjeron melones de los cuales se recogié semilla.
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Debido a que el desarrollo y la maduracion del fruto ocurrieron durante el mes de octubre,
cuando las condiciones de luz y temperatura no son las 6ptimas para el cultivo de meldn, la
mayorfa de los recombinantes produjeron frutos pequefios y no bien madurados, por lo
que no pudieron ser fenotipados para maduracion climatérica durante esa campafia. De
todas formas, al ser la maduracién un caracter complejo, basar el fenotipado en la
observacion de un solo individuo es arriesgado y se decidio realizar un estudio de progenie.

Tabla 4.1.3: Genotipo con 24 SNPs de los 27 recombinantes en la region de eth6.3
detectados durante la criba de la poblacion 2012-F,. Se muestran los SNPs utilizados
segun su posicion fisica en el intervalo. A (naranja) = homocigoto para SC, B (verde) =
homocigoto para PS, y H (azul) = heterocigoto.

a: marcadores TagMan flanqueantes.

Recombinante
SNP-64658"
SNP-193229
SNP-305343
SNP-423732
SNP-551712
SNP-719040
SNP-833872
SNP-911281
SNP-997101

SNP-1121435
SNP-1249717
SNP-1326612
SNP-1412559
SNP-1497449
SNP-1631731
SNP-1773082
SNP-1839795
SNP-1986139
SNP-2100393
SNP-2192884
SNP-2319007
SNP-2424110
SNP-2520741
SNP-2609965
SNP-2691690
SNP-2826073"

RO1
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Figura 4.1.6: Mapa fisico de alta resolucion de eth6.3. Las lineas negras horizontales
representan el genoma, las cajas azules los genes anotados en la v3.5.1 del genoma de
referencia y las lineas verticales representan la posicion de marcadores SNP. a) Intervalo
original de 2,75 Mbp en el que se situaba el QTL e#6.3. Los marcadores moleculares con
prefijo SNP- fueron disefiados mediante tecnologia 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 seleccion del gen candidato entre los 5 genes anotados en el intervalo. c)
Genotipado de R24, R25 y R26 y mapeo fino de e#h6.3. El genotipo se representa mediante
colores: verde = homocigoto para PS, naranja = homocigoto para SC, azul = heterocigoto
y gris = genotipado fallido. La linea roja representa la posicion de e#h6.3 segun este trabajo
y Vegas ez al. (2013).

a: marcador TagMan flanqueante.

4.1.4. Fenotipado de recombinantes y mapeo fino de eth6.3

Tal y como se puso de manifiesto durante el estudio de interaccioén entre ezh3.5 y eth6.3, el
fenotipado del caracter climatérico es complejo en aquellas lineas que contienen solamente
uno de los dos QTLs, especialmente para ezh3.5 (Vegas ef al. 2013). En las lineas con e#h6.3
la influencia ambiental es menor y los frutos con alelos de SC o PS en homocigosis para el
QTL son facilmente clasificables como climatéricos o no climatéricos respectivamente. Sin
embargo, las lineas heterocigotas para eh6.3 dan lugar a frutos con gran variabilidad
fenotipica: desde maduraciones de claro tipo climatérico o no climatérico hasta frutos
dificiles de clasificar con indicadores tanto climatéricos como no climatéricos. Debido a la
gran importancia del fenotipado de los recombinantes para el mapeo fino de e#h6.3,
decidimos llevar a cabo un analisis de progenie con el objetivo de obtener datos fenotipicos
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. Ademas, algunos de los recombinantes produjeron
poca cantidad de semillas fértiles en la anterior campafia, por lo que el analisis de progenie
también es util como método de propagacion en caso de necesitar mas semilla en el futuro.
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El fenotipado mediante analisis de progenie tiene la desventaja de requerir un gran numero
de plantas por progenitor (entre 15 y 20), por lo que por razones de espacio result6 inviable
fenotipar los 27 recombinantes simultineamente en el invernadero. En su lugar se
seleccionaron 14 recombinantes representativos que dividian 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 Marimén y
autofecundadas. Para obtener el mejor fenotipado posible, se hizo coincidir la maduracion
de los frutos con los meses de mayor temperatura y luz solar (entre junio y agosto) de la
campafia de melon de 2013.

Todos los individuos de progenie, denominados 2013-PT, fueron genotipados utilizando
los 24 marcadores KASP disefiados entre las dos sondas TagMan flanqueantes (que no
fueron incluidas). El genotipado de cada progenie confirmé el punto de recombinacién de
su respectivo parental, no produciéndose nuevas recombinaciones en la poblaciéon 2013-PT
(Tabla 4.1.4). En algunos casos se utilizé el marcador tipo CAPS FR14-P22 como sustituto
de la sonda TagMan 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 TagMan (B). Finalmente se
comprobd que R27 era un falso recombinante al verificar el genotipo H en el marcador
SNP-2.826.073 mediante la secuenciacién del SNP en su progenie (Tabla 4.1.4).

Tabla 4.1.4: Genotipado y fenotipado de los 17 recombinantes mas informativos y
mapeo fino de eth6.3. Se muestran los SNPs utilizados segin su posicion en el intervalo
de interés asi como el fenotipo asignado segun un analisis de progenie. A (naranja) =
homocigoto para SC, B (verde) = homocigoto para PS, y H (azul) = heterocigoto.

a: marcadores TagMan flanqueantes.

b: recombinantes fenotipados en el afio 2013 (2013-PT).

c: recombinantes fenotipados en el ano 2014 (2014-PT).

d: falso recombinante descartado de los analisis posteriores.

*: marcadores que definen la posicion del QTL.

Recombinante
SNP-64658"
SNP-193229
SNP-305343
SNP-423732
SNP-551712
SNP-719040
SNP-833872
SNP-911281
SNP-997101

SNP-1121435
SNP-1249717
SNP-1326612
SNP-1412559
SNP-1497449
SNP-1631731
SNP-1773082
SNP-1839795
SNP-1986139
SNP-2100393
SNP-2192884
SNP-2319007
SNP-2424110
SNP-2520741
SNP-2609965
SNP-2691690
SNP-2826073"

~~
N
)
kS
3
L
°
o
2
15
g
)
[+

72



4.1. Clonaje posicional del QTL eh6.3

El fenotipo de los recombinantes originales fue inferido a partir de los datos fenotipicos de
su respectiva progenie. De este modo, dos recombinantes fueron catalogados como no
climatéricos (RO7 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 dltimos
cuatro recombinantes mostraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de
dehiscencia respecto a la linea parental no climatérica PS utilizada como control en una
prueba de Dunnett (Figura 4.1.7) respaldando nuestra clasificaciéon. Tras el analisis de la
cosegregacion del fenotipo con los marcadores moleculares, situamos el intervalo de e#66.3
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 poblacién 2013-PT
pueden consultarse en las Tablas A.4.1.1 y A.4.1.2 en el Anexo.
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Figura 4.1.7: Distribucion de las fechas de dehiscencia expresadas en dias después
de la polinizacion (DAP) de las progenies de los recombinantes analizados en el
afio 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: linea con
eth3.5'y eth6.3; GF35: linea con eh3.5; GF40: linea con e#h6.3. Los asteriscos indican el nivel
de significaciéon de una prueba de Dunnett de cada recombinante respecto al control PS:
620,001 ** 0.01.

Tras prescindir de R27 solamente disponiamos de datos fenotipicos 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 afio (Tabla 4.1.3).
Ademas de aportar robustez al clonaje posicional del QTL, el aumento del nimero de
recombinaciones puede facilitar la identificacion de genes candidatos para esh6.3
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 campafia de 2014 (poblacion 2014-PT).
Tanto el genotipado como el fenotipado de los individuos fue realizado de la misma
manera que con la poblacién 2013-PT pero reduciendo el tamafio de la progenie a 15
individuos. En el caso de R24, realizamos dos analisis de progenie con dos plantas
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4.1. Clonaje posicional del QTL eh6.3

cultivadas la campafia anterior con fines de propagacion (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 caracter 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 estadistica no respaldé la
clasificacién de los recombinantes pero el resto de indicadores fenotipicos y el genotipado
de las progenies confirmaron los resultados obtenidos en la campafa anterior, que
indicaban que el QTL e#66.3 esta limitado a la izquierda por SNP-2.691.690 y cosegrega con
SNP-2.826.073 (Tabla 4.1.4).

l

Dehiscencia (DAP)

T T ' T v T T

GF3 GF3s GFa0 Ps R24 1 R242 R26

[} (A ) ®) ) (Hi ]
Linea parental

Figura 4.1.8: Distribucion de las fechas de dehiscencia expresadas en dias después
de la polinizacién (DAP) de las progenies de los recombinantes analizados en el
afio 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: linea con ezh3.5 y eth6.3; GF35: linea
con eth3.5; GF40: linea con eth6.3. Los asteriscos indican el nivel de significacién de una
prueba de Dunnett de cada recombinante respecto al control PS: ****(.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 efh6.3 por la derecha con FR14-P22 de forma inequivoca. Por tanto,
teniendo en cuenta que FR14-P22 esta 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 regiéon entre SNP-2.691.690 vy
SNP-2.826.073 como punto de partida para la identificacién de genes candidatos.
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4.1.5. Identificacion de un gen candidato para eth6.3.

El nuevo intervalo de ¢#56.3 tiene un tamano 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 pequefos, constan de un
solo ex6n y no presentan similitud con ningin gen de funcién conocida. Los otros dos
MELO3C016536 y MELLO3C016540), en cambio, muestran homologfa con factores de
transcripcion de la familia NAC, por lo que podrian ser dos buenos candidatos para ez/6.3.

Tabla 4.1.5: Genes anotados en la regiéon 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 e a/. 2012). Las distancias de inicio y final son respecto al inicio
de la pseudomolécula correspondiente al GL VL.

Tamafio Tamafio

Gen Posici(f:;)inicio PDSi‘Zi;:) final Orientacion ::)‘::s mRNA polipéptido Anotaciéon
(op) (a)
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 (1/7tis vinifera)
MEILO3C016538 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)

Para tratar de descartar alguno de los cinco genes decidimos tratar de situar con mayor
resoluciéon el punto de recombinacion de R24, R25 y R26. Se disefiaron 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 segregacion del fenotipo con el menor nimero de genes posible (Figura 4.1.6b).
Para ser consistentes con los estudios anteriores, en los que se estableci6 FR14-P22 como
limite del intervalo de e#h6.3, también se utiliz6 este marcador para el genotipado de los tres
recombinantes (Tabla 4.1.6, representado graficamente en la Figura 4.1.6c) El
recombinante R24 no resultd ser informativo al producirse la recombinaciéon entre los
marcadores SNP-2.691.690 y SEQ-1. En el caso de R25 la recombinacién se situé entre
SEQ-1 y SEQ-3 (el genotipado del marcador SEQ-2 fall6 en todos los recombinantes), lo
que nos permitié descartar el gen MEILO3C0716536, uno de los dos factores de
transcripcion tipo NAC, como candidato. El recombinante R26 fue el mas informativo ya
que nos ayudé a descartar tanto MEILO3C0716536 como MEILO3C016537 reduciendo la
region de eh6.3 (marcado con una linea roja en la Figura 4.1.6¢) al intervalo entre SEQ-3 y
FR14-P22 con solamente tres genes candidatos: MEILLO3C016538, MELO3C016539 y
MEILO3C016540.

Debido a que dos de los tres genes (MEILO3C016538 y MELO3C016539) no tienen
funcién anotada, la CDS consiste en un solo exén y su tamafio es reducido, se exploré la
anotacion de transposones por si pudieran ser elementos méviles. Los resultados muestran
que en la region hay anotados un total de 16 transposones pertenecientes a diversas
superfamilias como MULE, gypsy, CACTA y PIF (J. Morata, comunicaciéon personal;
Tabla A.4.1.5). Entre MELO3C016538 y MEILO3C016539 hay predichos mas
transposones que entre éste ultimo y MEILO3C076540 (10 y 6, respectivamente), aunque
ninguno de ellos solapa con los genes ni estan situados a menos de 2 Kbp de distancia de
su inicio o final. Teniendo en cuenta estos resultados, el hecho de que MELLO3C0716538 y
MEILO3C016539 no tengan funcién anotada y que el gen restante sea un prometedor
factor de transcripciéon perteneciente a la familia NAC-domain, MEIL.O3C076540 fue
seleccionado como gen candidato para e#h6.3.
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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 segiin su posicion relativa y el fenotipo asignado en
las campafias de 2013 (R25) y 2014 (R24 y R26). A (naranja) = homocigoto para SC, B
(azul) = homocigoto para PS, H (azul) = heterocigoto, y “-” (gtis): genotipado fallido.

a: marcador TagMan flanqueante.

*: marcadores que definen la posicion del QTL segun este trabajo y Vegas ez a/. (2013).
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4.1.6. Discusion

El clonaje posicional del QTL e#h6.3, implicado en la maduracién climatérica del fruto de
melén, es el primer objetivo de esta tesis doctoral y elemento articulador de la misma. En
este primer capitulo se desarrollé la poblacion 2012-F,, con alelos de PS en homocigosis
para eth3.5 y segregante para efh6.3, en la que fueron detectados 26 recombinantes en el
intervalo original del QTL. La baja frecuencia de recombinaciéon observada (1,15% tras
descartar R27), podtia estar ocasionada porque el QTL ocupa una region pericentromérica
en el cromosoma VI que es una zona de baja recombinaciéon (Sanseverino ef a/. 2015). El
genotipado y fenotipado de 15 de los recombinantes mediante un analisis de progenie
permiti6 la selecciéon de MEILLO3C016540, un factor de transcripcion de la familia NAC,
como gen candidato para ezh6.3.

Uno de los factores que han contribuido al éxito de este clonaje posicional ha sido el
desarrollo reciente de herramientas genomicas en meldn, especialmente el genoma de
referencia (Garcia-Mas e al. 2012). Prueba de ello es que desde su publicaciéon en 2012 han
sido clonados genes mayores como C#PH (implicado en la acidez del fruto, Cohen e7 al.
2014), CmOR (implicado en la pigmentacién de la pulpa, Tzuri ez ol 2015) y CmKEFB
(implicado en la pigmentacion del exocarpo, Feder et al. 2015), y el gen CmACSTI,
implicado en la determinacién sexual (Boualem ef a/ 2015). Cabe destacar que hasta la
fecha en melén 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
resecuenciacion de las lineas parentales, PS y SC, y la detecciéon de SNPs (Sanseverino ez al.
2015) también han sido esenciales al permitir el disefio de los marcadores moleculares
utilizados para la detecciéon de recombinantes, su genotipado y en la seleccién del gen
candidato.

La maduracién climatérica del fruto de la linea SC3-5-1, que forma parte de la poblacién de
NILs obtenida a partir de los parentales PS y SC (Eduardo ez a/. 2005), esta regulada por
dos QTLs en los LG 1 y VI, e#h3.5 y eth6.3 respectivamente, que son capaces de inducir la
maduracion climatérica por separado pero que combinados aceleran el proceso de
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maduracién a través de la produccion de una mayor cantidad de etileno (Moreno ef a/. 2008;
Vegas et al. 2013). El primer mapeo de e#h6.3 se realizé utilizando una poblacion
recombinante para este QTL y con el alelo de SC fijado en homocigosis para ezh3.5 (Vegas
et al. 2013) porque en un principio se pensé que eh3.5 no era suficiente para producir
frutos climatéricos y que al incluirlo en la poblacién segregante podria ayudar al fenotipado,
incrementando el efecto de ¢#h6.3. Finalmente se vio que ¢#h3.5 si era capaz de inducir una
maduracion climatérica por sf solo y que al fenotipar los recombinantes era muy dificil
determinar si ezh6.3 estaba en homocigosis o heterocigosis ya que todos los frutos fueron
climatéricos. La influencia de un fuerte componente ambiental hizo que la distincién entre
individuos portadores y no portadores de e#h6.3 fuera, en algunos casos, muy ambigua. Por
el contrario, todo el trabajo de clonaje posicional llevado a cabo en este capitulo se ha
realizado utilizando una nueva poblacién recombinante con el alelo de PS fijado para e#)3.5,
lo que supuso una gran ventaja en el fenotipado de los individuos que consistio en clasificar
los frutos entre climatéricos y no climatéricos basaindonos unicamente en el efecto de
eth6.3.

En general, los marcadores fenotipicos utilizados en este capitulo (dehiscencia, cambio de
color externo del fruto y produccion de aromas caracteristicos) permitieron la asignacion
inequivoca de un fenotipo climatérico o no climatérico a los frutos con alelos en
homocigosis de SC o PS para e#h6.3 respectivamente. La clasificacion de individuos con
alelos en heterocigosis resulté dificil en algunos casos debido a la presencia de
caracteristicas climatéricas y no climatéricas en el mismo fruto, aunque la mayoria 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 abscision). Estos resultados contradicen las observaciones previas en las que
éste caracter parecfa recesivo al no encontrar sintomas climatéricos en el hibrido GF31 x
PS (Vegas et al. 2013). Las distintas concentraciones de etileno necesarias para el inicio de
algunos procesos relacionados con la maduraciéon climatérica como la degradacion de la
pared celular, el desarrollo de la capa de abscision y el cambio de color externo (Flores ez al.
2001) podrian explicar el fenotipo complejo de los frutos heterocigotos para ezh6.3. Aunque
hasta la fecha la produccién de etileno del hibrido GF40 x PS no ha sido medida, si se
dispone del perfil del hibrido GF31 x PS (Vegas ¢z a/. 2013). El hibrido no muestra un pico
caracteristico evidente pero si mantiene una produccién estable de la hormona durante
todo el ensayo de alrededor de 1 ul/Kg-h, superior a PS. Segun nuestra hipétesis, en los
frutos heterocigotos para e#h6.3 no se produciria un pico en la produccion el etileno, sino
que éste se acumularfa progresivamente activando secuencialmente los procesos de
maduracién. En determinadas circunstancias la produccién de etileno podria no alcanzar el
umbral requerido y algunos procesos no llegarfan a iniciarse durante los 60 dias en los que
se deja crecer y madurar el fruto en la planta. No tenemos datos concluyentes que nos
permitan confirmar esta hipétesis, como por ejemplo la relacién entre la produccion de
etileno y los cambios fenotipicos que tienen lugar en el fruto durante la maduracion.
Recientemente, ha sido puesto a punto en el departamento un método de mediciéon de
etileno en planta, comentado con mayor detalle en la Discusiéon General (cap. 5), que estd
demostrando una gran precision y que podria ser utilizado para el andlisis de estas lineas.

Al comparar las dos campafias de fenotipado llevadas a cabo durante el clonaje posicional
de eth6.3 observamos diferencias entre los tiempos de dehiscencia de las tres lineas
climatéricas utilizadas como control: GF31, GF35 y GF40 (Tabla 4.1.7). A modo de
comparacion, se han incluido también los datos obtenidos por Vegas y colaboradores
(2013), que detectaron un fuerte componente ambiental sobre e#)3.5 (ningin fruto de la
linea GF35 fue dehiscente en el afio 2009). En esta tesis doctoral, sin embargo, las mayores
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diferencias entre temporadas las encontramos en la linea GF40 que mostré una diferencia
promedio de 11,2 dias entre 2013 y 2014 (casi 20 dias entre 2009 y 2014), mientras que la
linea GF35 mostré un fenotipo mas estable y todos su frutos fueron dehiscentes con una
diferencia promedio de 4 dias entre los cuatro afios. También cabe destacar la poca
variabilidad observada en los frutos de la linea GF31 que en los cuatro afios registrados
fueron dehiscentes entre los 35 y los 36,4 DAP en promedio. La época del afo en la que se
realizaron los ensayos podria explicar la variabilidad entre temporadas: en el afio 2013 los
frutos fueron mas precoces que en 2014 y la mayoria de las flores fueron polinizadas entre
el 1 yel 15 de agosto, mientras que en 2014 la polinizacién comenzo en las mismas fechas
pero se alargdé casi un mes mas (datos no mostrados). Serfa necesario un ensayo mas
completo, con fenotipados exhaustivos que incluyeran otros caracteres como la produccion
de etileno para poder trazar conclusiones sobre el comportamiento de estas lineas y el
efecto del ambiente en el fenotipo.

Otro aspecto que cabe destacar es el fenotipo del parental SC que clasicamente ha sido
considerado como no climatérico (Perin e a/. 2002a) aunque algunos autores lo sitian en
algun punto intermedio entre PS y las climatéricas “Védrantais” y “Dulce” debido a su
perfil basal de produccién de etileno (ausencia de pico), la biosintesis de carotenoides y
expresion de algunos genes inducidos por etileno durante la maduracion (Vegas ef al. 2013;
Saladie e# a/. 2015). Los resultados obtenidos en este capitulo apoyan esta hipotesis ya que
se han encontrado algunos frutos de SC que podrian ser clasificados como climatéricos por
la produccién de aroma (aunque olfativamente es distinto al de las lineas con ezh3.5 y
eth6.3), el cambio de color externo (de verde oscuro a verde amarillento) y el desarrollo de
una capa de abscision (se llegd a observar un fruto dehiscente en la campafia del 2013,
Figura 4.1.7).

Tabla 4.1.7: Comparacion entre tiempos de dehiscencia expresados en dias tras la
polinizacion (DAP) de las lineas GF31, GF35 y GF40 en las temporadas 2009, 2010,
2013 y 2014. La linea GF31 contiene alelos de SC en homocigosis para eth3.5 y etht.3;
GI35 para e#h3.5 y GF40 para eth6.3.
a: datos procedentes de Vegas ez al. (2013).
b: datos obtenidos en este trabajo.
- : no dehiscente.

Tiempo de dehiscencia (DAP)

Temporada GF31 GF35 GF40
20092 35 - 449
2010¢ 36,3 454 474
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 basandonos en el mapeo fino anterior (Vegas et al. 2013) podemos situar se manera
concluyente el intervalo de e#h6.3 entre el marcador SEQ-3 y FR14-P22. De los tres genes
anotados en esta region en el genoma de referencia, MEIL.O3C076538 codifica para una
proteina de 81 aminoacidos que no da ningun resultado en una busqueda en bases de datos
mediante BLASTP (blast.ncbi.nlm.nih.gov), y la codificada por MEILLO3C076539, de 67
aminoacidos, parece contener un dominio RALF (c6digo Pfam 05498). Las proteinas de la
familia RALF han sido muy poco estudiadas pero podrian actuar como pequenos péptidos
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sefial en Arabidopsis Murphy & De Smet 2014). Por dltimo, MEI.O3C076540 presenta una
gran homologia con factores de transcripcion de la familia NAC.

Aunque en el siguiente capitulo se realiza una caracterizacién mas detallada, cabe destacar
que dos de los principales reguladores de la maduracién climatérica en el fruto de tomate
pertenecen a esta familia: NOR (o SINAC-NOR, Giovannoni 2004) y SINAC4 (Zhu et al.
2014), por lo que MELLO3C016540 es un buen candidato para este QTL. La validacién de
MEIO3C016540 como gen responsable del ¢#56.3 asi como el clonaje posicional de eh3.5,
también implicado en maduracién climatérica en la linea SC3-5-1, ayudaran a entender las
diferencias entre frutos climatéricos y no climatéricos en melén y, en general, los
mecanismos que controlan el proceso de maduracion.

79






4.2. Validacién del gen candidato para e#h6.3 mediante secuenciacion.

4.2. Validacion del gen candidato para eth6.3 mediante secuenciacion.
4.2.1. Introduccion

En el capitulo 4.1 de esta tesis se ha descrito el clonaje posicional de e#/6.3 mediante la
generacién de una nueva poblacién de mapeo, la busqueda de recombinantes y su analisis
fenotipico, y la seleccion de MEIL.O3C076540 como gen candidato. Como ya se adelant6 en
el capitulo anterior, el gen esta anotado como “Similar to NAC domain-containing protein
18 (Arabidopsis ~ thaliana)” en el genoma de referencia en MELONOMICS
(www.melonomics.org). En este capitulo, el primero que trata sobre la validacion del gen
candidato, se utilizan herramientas bioinformaticas y recursos fitogenéticos de melén para
el estudio de su secuencia a tres niveles: (1) la familia de genes NAC en melon, (2) la
comparaciéon con genes NAC de otras especies con funciéon conocida y (3)
MEIO3C016540 en una colecciéon de germoplasma de melén con origen y fenotipo
diversos.

Las proteinas de la familia NAC son factores de transcripcion especificos de plantas cuyos
miembros contienen un dominio conservado NAC (de NAM, ATAF1/2 y CUC2) en el
extremo N-terminal que esta implicado en la unién a DNA y que consta de cinco
subdominios A-E (Puranik ez a/ 2012). La composicion en aminoacidos de los
subdominios es desigual: los subdominios C y D son ricos en aminoacidos basicos pero
pobres en acidicos, que por otro lado abundan en el subdominio B. Secuencias de
localizacion nuclear putativas han sido detectadas en los subdominios C y D, y el dominio
de unién a DNA esta situado en una region de 60 aminoacidos que comprende parte de los
dominios D y E. Esta familia de factores de transcripcion 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 ez al. 2003) pero también en especies de interés agronémico como arroz
(151 genes, Nuruzzaman ef al. 2010), vid (79 genes, Wang ez 2/ 2013) y tomate (104 genes,
Su e al. 2015) entre otras. Los procesos biolégicos regulados por las proteinas 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 raices (Duval e a/. 2002; Hibara
et al. 2003), el metabolismo de pared secundaria (Zhong e al 2006; Zhou et al. 2014), la
senescencia (Guo & Gan 20006) y la respuesta a estrés bidtico (Collinge & Boller 2001;
Donze et al. 2014) y abidtico (Selth e al. 2005; Mao et al. 2012). En el contexto de este
trabajo, deben ser destacados dos genes NAC en tomate implicados en la regulacion de la
maduracion del fruto: el gen NOR o también denominado S/INAC-NOR, que ha sido
identificado como el responsable del fenotipo de maduracién no climatérica observado en
el mutante zor (“non-ripening”) de tomate (patente US 6.762.347 B1, Giovannoni 2004) y
el gen SINAC4 que ha sido caracterizado como un regulador positivo de la maduraciéon del
fruto y de la acumulacién de carotenoides en la misma especie (Zhu et al. 2014).

La validaciéon de un gen candidato se basa en la asociaciéon de un cambio fenotipico con
diferencias entre los distintos alelos del gen, en nuestro caso la maduracién climatérica con
el alelo de SC y la no climatérica con el de PS. Para la caracterizacién molecular de
MEILO3C016540 decidimos no solo estudiar su secuencia en los dos genotipos parentales
sino hacerlo en un mayor nimero de variedades para determinar si existe una relacion entre
distintos alelos del gen candidato y el tipo de maduracién del fruto. En el marco de una
colaboraciéon con la Dra. Belén Picé tuvimos acceso a una colecciéon de variedades de
melén perteneciente al COMAV (Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad
Valenciana) que incluye genotipos comerciales, autoctonos y silvestres procedentes de
Africa, América, Asia y Europa de las subsp. melo y agrestis. Teniendo en cuenta que esta
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coleccion representa gran parte de la diversidad botanica existente en la especie (Esteras ez
al. 2013; Leida e al. 2015) y que hay variedades tanto climatéricas como no climatéricas que
han sido fenotipadas para la maduracion del fruto, el acceso a este recurso fitogenético ha
resultado muy util para los propositos de este capitulo.
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Figura 4.2.1: Analisis filogenético de la familia NAC en melén. Cladograma
construido a partir del alineamiento multiple de las 92 secuencias proteicas (81 genes)
mediante el método N-J] en MEGA 6 y representado con R. Los numeros indican el
soporte del nodo mediante simulacién bootstrap con 1.000 iteraciones. La escala inferior
indica la distancia genética relativa entre las secuencias representadas. Se sefiala en rojo la
proteina del gen MEILO3C016540, candidato para eth6.3, y MEILO3C016536 situado a 139
Kbp del anterior.
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4.2.2. La familia de genes tipo NAC en melon.

Mediante el uso del software HMMR3 (Finn ez a/. 2014), que permite la prediccion de
dominios NAC (cédigo Pfam PF02365) en el genoma de referencia, se identificaron 81
genes (que codifican 92 proteinas) que conforman la familia putativa de factores de
transcripcion NAC en melon. Las relaciones filogenéticas entre las proteinas NAC se
representan en la Figura 4.2.1. Encontramos una gran variabilidad dentro de la familia en
cuanto al tamafio y la composicién aminoacidica de sus miembros que implica diferencias
en sus propiedades fisicoquimicas como el peso molecular y el punto isoeléctrico, tal y
como se recoge en la Tabla A.4.2.1 del Anexo. El tamafio y peso molecular promedio de
las proteinas NAC en melén es de 330 aminoacidos y 37,5 KDa respectivamente, pero
podemos encontrar proteinas desde 117 (13,43 KDa) hasta 655 aminoacidos (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 estan distribuidos por los doce grupos de ligamiento mientras que dos
genes (MELO3C027409 y MELO3C000922) se encuentran en “scaffolds” todavia no
anclados a cromosomas. El grupo de ligamiento que mas 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
distribucion de los genes no es homogénea dentro de cada cromosoma sino que tienden a
formar clusters de 3 0 mas genes como sucede en un extremo de los GL 111, VI, VII, VIII,
Xy XI, y en ambos extremos del GL II (Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.2: Distribucion de los genes de la familia NAC anotados en el genoma
del melén. Histograma que muestra la distribuciéon de los 81 genes en los 12
pseudocromosomas de la version 3.5.1 del genoma de referencia. El pseudocromosoma 0
incluye todos aquellos “scaffolds” todavia no anclados a ninguna regiéon del genoma.
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Figura 4.2.3: Posicion fisica de los genes de la familia NAC anotados en el genoma
del melon. Figura realizada con MapChart (Voorrips 2002) a partir de las posiciones fisicas
de los 81 genes de la familia NAC de melén en la version 3.5.1 del genoma del melén. Las
distancias desde el inicio del cromosoma estan expresadas en Mb.

4.2.3. Analisis filogenético de la secuencia de MELO3C016540.

Segun el genoma de referencia (v3.5.1), para el que se secuencié una linea doble haploide
denominada DHI92 obtenida a partir del cruzamiento PS x SC que contiene regiones en
homocigosis de ambos parentales y que en esta region pertenece a SC (Garcia-Mas ef al.
2012), el gen MEI.O3C016540 tiene una longitud de 1.771 bp repartidos entre un ORF de
1.334 bp, una region 5-UTR de 268 bp y una regién 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 proteina de 353
aminoacidos. Mediante la busqueda de dominios en la secuencia proteica a través de
ScanProsite encontramos el dominio NAC situado en el extremo N-terminal entre los
residuos 15y 178.

CDS40.1 CDS40.3
PROA0.1  ===mmmm=mmmmmsmommmosmomoooeo oo CDS40.2  mmmemmmmmmmmmemmoeeeieooeeoeooo
Dominio NAC
EEEmm S UR  Bonl NGB Bz MRS Bond  YUR g
268 bp 184 bp 314 bp 564 bp 169 bp
1.771 bp

Figura 4.2.4: Estructura del gen candidato MELO3C016540. las cajas rojas
representan regiones no traducidas (UTR), las cajas azules las regiones exdnicas y las lineas
azules los intrones. El dominio NAC esta sefialado con una linea de color morado sobre
los exones 1 y 2. Las lineas discontinuas de la parte superior esquematizan los amplicones
utilizados para la secuenciacién del gen en distintas variedades.
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Figura 4.2.5: Alineamiento multiple del dominio NAC de 38 proteinas de la familia
NAC de distintas especies. Alineamiento realizado con ClustalO y visualizado con
Jalview, del que se muestran los primeros 260 aminoacidos en los que se encuentra el
dominio NAC. El sombreado azul indica un nivel de conservacién supetior al 75% vy las
localizaciones de los cinco subdominios NAC (A-E) estan delimitadas por cajas negras. Los
prefijos de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S. Aeopersicum. Os: O. sativa. Gm:
G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum. Cs: C. sinensis. Ph: P. hybrida. Pv: P. vulgaris. Las
proteinas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepcion de AtNAM.

Para estudiar el gen candidato en el contexto de otros miembros de la familia NAC de
distintas especies con funcién conocida, realizamos una busqueda bibliografica y
seleccionamos 37 proteinas 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. hegpersicuz (SINAC1, SINAM1, SINAC2,
SINAC3, SINAC4 y SINAC-NOR), O. sativa (OsNAC1, OsNAC2 y OsNACOG), G. max
(GmNAC2), C. annuum (CaNAC1), S. tuberosum (SINAC), C. sinensis (CsSNAC), P. hybrida
(PhNAM) y P. vulgaris (PvINAP). Las secuencias proteicas de estos genes junto con la del
gen candidato fueron estudiadas mediante un alineamiento multiple, evidenciando una zona
muy conservada en el extremo N-terminal (primeros 200 aminoacidos del alineamiento)
correspondiente al dominio NAC con sus cinco subdominios A-E (Figura 4.2.5). A través
de la construccién de un cladograma observamos como la mayoria de las proteinas NAC se
agrupan mayoritariamente segin su funciéon biolégica (Figura 4.2.6). De esta forma
podemos distinguir un gran grupo (1) con proteinas involucradas en el crecimiento y el
desarrollo, junto con algunas implicadas en el metabolismo de pared secundaria; un grupo
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(2) con la mayoria de proteinas implicadas en repuesta a estrés; y dos grupos (3 y 4) con
proteinas implicadas en procesos de senescencia. El grupo 4 es muy heterogéneo y
contiene protefnas implicadas en respuesta a estrés, en el crecimiento y desarrollo, en
senescencia y maduracion. Entre ellas se encuentra el factor de transcripcion SINAC-NOR,
involucrado en la regulacién de la maduracion del fruto en tomate, y la proteina de nuestro
gen candidato MELLO3C076540. La proteina SINAC4, también implicado en el control de
la maduracién en tomate, se agrupa en cambio con los factores de transcripcion
relacionados con las respuestas a estrés en el grupo 2.
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Figura 4.2.6: Analisis filogenético de la proteina MELO3C016540 respecto a
proteinas de la familia NAC de otras especies. Cladograma construido a partir del
alineamiento multiple de 38 secuencias proteicas mediante el método N-J en MEGA 6 y
representado con R. Los numeros indican el soporte del nodo mediante simulacion
bootstrap con 1.000 iteraciones. La escala inferior indica la distancia genética relativa entre
las secuencias representadas. Los colores indican la funcién de cada proteina segun
bibliograffa: rojo: respuesta a estrés bidtico y abidtico; verde: metabolismo de pared
secundaria; azul: el crecimiento y el desarrollo vegetal; morado: procesos de senescencia; y
naranja: maduracién del fruto. El color negro sefiala MELO3C016540. Las llaves de la
derecha definen los subgrupos: 1: proteinas implicadas en crecimiento, desarrollo y
metabolismo de pared secundaria; 2: proteinas implicadas en respuesta a estrés; 3 y 4:
proteinas implicadas en senescencia y maduracion. Los prefijos de las secuencias indican la
especie de origen: Sl: S. heopersicum. Os: O. sativa. Gm: G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum.
Cs: C. sinensis. Ph: P. hybrida. Pv: P. vulgaris. Las proteinas de Arabidopsis no tienen prefijo a
excepcion de AtNAM.

4.2.4. Secuenciacion del gen candidato en una coleccion de variedades de melén.

La ultima parte de la caracterizacion del gen candidato a nivel de secuencia consistié en su
secuenciaciéon en un panel de 54 variedades de melén (incluyendo las dos lineas parentales
PS y SC, bajo los nombres In-PS-T111 y Con-SC respectivamente) (Tabla 4.2.1) y la
busqueda de polimorfismos para investigar la relacién entre los distintos alelos o haplotipos
del gen y el tipo de maduracion de cada una de las variedades. El panel contiene variedades
pertenecientes a 11 de los 16 grupos botanicos descritos en melén (Pitrat 2008) con una
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gran representacion de los grupos znodorus, cantalupensis y reticulatus de la subsp. melo. Otros
grupos incluidos son dudaim, chate y flexunosus (también de la subsp. wel), y de la subsp.
agrestis hay momordica, conomon, tibish, chito y tres variedades agrestis sin clasificar. Para el
analisis 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) resulté problematica la presencia de polimorfismos en heterocigosis,
especialmente indels, que imposibilitaron la reconstruccion del alelo del gen y que
motivaron su exclusiéon de los analisis posteriores. Por otro lado, se encontraron cuatro
genotipos (In-Bask-Greece, In-Hami-China, In-Am-Tunisia y Ag-Tti) con solamente un
polimorfismo en heterocigosis pero, para evitar excluir mas variedades de este estudio, se
les asigno de los dos alelos en heterocigosis aquel alelo mayoritario en cada grupo botanico.
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 multiple.

La busqueda de diferencias entre las secuencias dio como resultado el hallazgo de 17
polimorfismos entre todas las variedades (Tabla 4.2.1) en el gen MEILLO3C076540. Si los
dividimos por regiones encontramos dos polimorfismos en el promotor, tres en el 5’-UTR,
uno en el primer intrén, dos en el segundo exén, tres en el segundo intrén, cuatro en el
tercer exo6n, uno en el 3’-UTR y uno en el terminador. Del total de 17 polimortismos, 12
son SNPs y cinco son indels. La nomenclatura utilizada indica la posicién del polimorfismo
respecto al nucleétido +1 del ATG, utilizando nimeros negativos para los situados aguas
arriba. Aquellos situados después de la secuencia codificante estin marcados con un
asterisco y su posicion 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 construyé un cladograma a partir del alineamiento multiple de DNA, en el
que se observa una separacion 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 estin
préximas o integradas en el grupo de inodorus. Cabe destacar la cercania de los genotipos
conomon (Con-SC y Con-Paul) con el grupo de cantalupensis, que también incluye al tnico
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 pequefios grupos independientes.
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Figura 4.2.7: Analisis filogenético y representacion de los alelos del gen
MELO3C016540 en la coleccion de variedades del COMAYV. a) Cladograma
construido mediante el método N-J con 1.000 iteraciones bootstrap en MEGA 6 y
representado con R a partir del alineamiento multiple de 47 secuencias de DNA realizado
con ClustalO. La escala inferior indica la distancia genética relativa entre las secuencias
representadas. Los colores indican la clasificaciéon botanica segin Esteras ef a/. (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) Visualizacién del genotipado de la coleccién mediante el uso
de cajas de colores para representar distintos alelos. En la parte superior, sobre la estructura
del gen MEILO3C076540, se indica la posiciéon de los polimorfismos mediante rombos
(SNP) o triangulos (indels). El relleno negro en cada polimorfismo indica una asociacion
estadisticamente significativa con el tipo de maduracién del fruto.

Pagina siguiente:

Tabla 4.2.1: Clasificacién, genotipado y fenotipado de las variedades de melén del
COMAV. Se presenta la clasificaciéon botanica y origen del panel 54 variedades (Esteras ef
al. 2013) asi como los datos fenotipicos sobre la maduraciéon del fruto junto con toda la
variabilidad encontrada dentro del gen MEILO3C016540. 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
maduraciéon entre 0 (completamente no climatérico como “Piel de Sapo”) y 4
(completamente climatérico como “Védrantais”). Firmeza de la pulpa expresada en Kg/0,5
cm’. Abscisién: 1, “no-slip”, 2, “half-slip”, 3, “full-slip” y 4, completamente dehiscente.

" polimorfismos entre las lineas parentales SC y PS.
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4.2. Validacion del gen candidato para e#h6.3 mediante secuenciacion.

Para analizar el grado de asociacién de cada uno de los polimorfismos respecto al tipo de
maduracion del fruto contamos con el fenotipado realizado por el COMAYV, 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 abscision, la firmeza de la pulpa y el tipo de maduracion
del fruto. El fenotipado del panel de variedades utilizado en este trabajo se recoge en la
Tabla 4.2.1. Tal y como esperabamos, las tres variables estan correlacionadas: al aumentar
el grado de climaterio aumenta también el desarrollo de la capa de abscision (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 maduraciéon”
englobe todos los procesos de maduracién segun la experiencia del personal responsable de
la coleccion, hizo que se utilizara solamente esta ultima variable en el estudio de asociacion.

Tabla 4.2.2: Estudio de asociacion entre los 17 polimorfismos y el tipo de
maduracién. Se presentan los resultados de la aplicaciéon de un analisis de la varianza
ajustado a un modelo lineal generalizado (ANOVA-GLM) para el estudio de la asociacién
entre cada polimorfismo y la variable fenotipica tipo de maduraciéon. Los asteriscos entre
paréntesis indican el nivel de significacion: *: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01. N.D.: no
disponible, el tamafio del grupo no permite este tipo de analisis.

" polimorfismos entre las lineas parentales SC y PS.

Polimorfismo P-valor
C-296T 0,328
INDEL-2821 0,002 (**)
G-263T 0,115
INDEL-126! 0.003 (**)

A-22G 0,328
C222T 0,44
G411 0,015 (*)
T533A 0,029 (*)
G656T 0,34
T670G N.D.
INDEL743! 0,020 (*)
G979A! 0,041 (*)
A1073C 0,283
INDEL1113 0,289
A1206T 0,619
A*¥121G 0,467

INDEL*173! 0,017 (*)

Antes de analizar los polimorfismos, estudiamos si existe una asociacion entre el grupo
botanico y el grado de climaterio mediante un analisis de la varianza ajustando un modelo
lineal generalizado (ANOVA-GLM). El resultado indicé que existe una asociacién muy
clara entre ambas variables (p-valor = 1x10"). Siguiendo el mismo procedimiento, se
analizaron los 17 polimorfismos y se encontré asociacion significativa con el tipo de
maduracion en 7 de ellos (Tabla 4.2.2) que fueron estudiados en mas detalle para tratar de
averiguar su vinculacién con los cambios fenotipicos. Los 7 polimorfismos estan repartidos
por todo el gen: desde el promotor (INDEL-282), el 5-UTR (INDEL-126) y la regién
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 znodorus,
cantalupensis, momordica y conomon, que presentan haplotipos bastante conservados y
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diferenciables entre si, aunque cabe destacar que los haplotipos momordica y conomon son en
general mas similares al cantalupensis que al inodorus. Cabe destacar que el polimorfismo
T670G que no pudo ser analizado debido a que es monomoérfico 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 esperabamos, los polimorfismos dentro de la subsp. ek, y especialmente entre
las variedades climatéricas (cantalupensis) y las no climatéricas (inodorus), son las mas
asociadas con el tipo de maduraciéon. De entre los 7 polimorfismos asociados con el tipo de
maduracion, los mas interesantes son aquellos situados en la CDS, dejando de lado los
UTR vy el promotor, ya que pueden producir cambios no sindénimos y afectar a la funciéon
de la proteina. Se analizaron los tres SNP exonicos, de los cuales dos (G411T y G979A)
son polimoérficos entre los dos parentales In-PS-T111 y Con-SC vy, junto con T533A, los
tres son polimorficos entre In-PS-T111 y la variedad climatérica “Védrantais” (Can-Ved).
El SNP T533A es sinénimo mientras que G411T y G979A producen cambios no
sinonimos (A108S y S236N) de forma que las proteinas expresadas por los alelos de Con-
SC y de Can-Ved son idénticas a nivel aminoacidico 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 aminoacidos de distancia del
subdominio C. La herramienta bioinformatica PROVEAN predice que el efecto sobre la
proteina es neutro en ambos casos, basindose en la conservaciéon de los residuos
sustituidos en proteinas NAC de otras especies (Tabla 4.2.3). Los polimorfismos situados
fuera de la region codificante, tanto en el promotor (INDEL-282) como en las regiones no
traducidas 5 y 3>-UTR, (INDEL-126 ¢ INDEL*173) son los que presentan mayor grado de
significaciéon en el estudio de asociacion y podrian influir en la expresion del gen, en la
estabilidad de la molécula de mRNA o en la traduccion, pero el efecto es dificil de predecir.
Cabe destacar el INDEL-126 en el 5-UTR, que es el indel mas 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: Prediccion del efecto de los polimorfismos G411T y G979A sobre la
proteina MELO3C016540. Se muestran las puntuaciones segin PROVEAN para los
cambios de aminoacido indicados y la prediccion del efecto de la sustitucion sobre la
funcién proteica.

Polimorfismo Cambio aa Puntuacion  Efecto

G411T A108S 2,099 Neutral
GI79A S236N -0,191 Neutral
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Figura 4.2.8: Comparacion 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 aminoacidos afectados por los tres

polimorfismos detectados en la secuencia de DNA.
a: G411T, cambio A108S; b: T533A, cambio sinénimo; c: G979A, cambio S236N.

Para facilitar la comparacion entre alelos del INDEL-126, el mas largo fue dividido en
cinco bloques (A-E): una cadena poliA (bloque A) y cuatro heptanucleétidos 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 funcién 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 znodorus, cuatro
ameri, cinco cantalupensis, un flexuosus 'y un chate. El grupo A incluye la mayoria de
cantalupensis, todos los conomon y dos ameri. El grapo ABC incluye todos los momordica, todos
los agrestis sin clasificar, un flexosus y el unico chito. Y por ultimo, la tnica variedad ABE es

11bish.

Pagina siguiente:

Figura 4.2.9: Alineamiento multiple de las secuencias de las variedades de melén en
el polimorfismo INDEL-126. Alineamiento realizado mediante ClustalO y representado
con Jalview del que se muestra la regién 5-UTR entre los nucleétidos -148 y -84 del gen
MEILO3C016540. Los colores de fondo verde y naranja sefalan las subsp. welo y agrestis
respectivamente, la clasificacion botanica se corresponde con la realizada por Esteras e a/.
(2013) y a la derecha se especifica la abreviatura utilizada para nombrar cada alelo en el
genotipado de la coleccion: INO, CHA, CAN, CON, AG1, AG2, TIB, MOM y CHL
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A B C D
INO TTAGTTACTCA : \ GAAACCCCATTTT
CHA TTAGTTACTCA GAAACCCCATTTT} ABC
CAN TTAGTTACTCA GAAACCCCATTTT
CON TTAGTTACTCAA e GAAACCCCATTTT} A
AGl TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAA-——————————————————— GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT
AG2 TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAA-———————=——=———————— GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT
MOM TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAA A= ——————————————— —— GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT ABC
CHI TTAGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA=———————=————— GAGAAAAGAAAAAAGAAACCCCATTTT
TIB TTAGTTACTCA Am—mmmmmmmmm e GAGAAAAGAATAAAGAAACCCCATTTT ABE

E

Figura 4.2.10: Bloques encontrados para el INDEL-126. El fragmento representado se
corresponde con el intervalo entre los nucledtidos -148 y -84, situados en la region 5-UTR
del gen MEILO3C016540. A la derecha se definen los grupos (ABCD, A, ABC y ABE) en
funcién 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. Discusion

Tras la seleccion de MELLO3C076540 como candidato para el QTL e#h6.3 implicado en la
regulacion de la maduracion climatérica en la linea SC3-5-1 de meldn, en este capitulo se ha
llevado a cabo una caracterizacion del gen a través de tres estrategias distintas: la deteccion
de los miembros putativos de la familia de factores de transcripcion NAC en meldn, la
comparacién de su secuencia proteica con otras NAC de otras especies y funcién conocida,
y su secuenciacion en un panel de variedades de melén con origen y fenotipo diversos. A
continuaciéon se discutiran los aspectos mas relevantes de cada una de ellas y se planteara

una hipétesis sobre cémo podrian estar relacionados los distintos alelos de
MEI.O3C016540 con la maduracién del fruto de meldn.

La familia putativa de factores de transcripcion NAC en melén consta de 81 genes (que
codifican 92 proteinas), en los que se ha detectado la presencia del dominio caracteristico
NAC implicado en la unién a DNA. El tamafio de esta familia en melén es inferior al de la
mayoria de especies en las que ha sido caracterizada (Tabla 4.2.4), aunque destaca la
ausencia de estudios similares en especies mas cercanas al melén. La caracterizacion de
proteinas NAC en otras cucurbiticeas cuyo genoma ha sido secuenciado, como la sandia
(Guo et al. 2013) y el pepino (Huang et al. 2009; Woycicki ef al. 2011), permitiria hacer
comparaciones mas exhaustivas e investigar la diversificacion de sus miembros en estas
especies.

La proteina MELO3C016540 presenta la tipica estructura de un factor de transcripcion de
la familia NAC: es relativamente corta (353 aminoacidos) con el dominio NAC muy
conservado situado en la mitad N-terminal (entre los residuos 15 y 178) y una mitad
C-terminal mas diversa (Olsen e# a/ 2005). La gran conservacion que observamos entre
proteinas de distintas especies y funcién 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 ez al. 2004; Jensen ez al. 2010; Zhou et al. 2014).
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Tabla 4.2.4: Tamafio de las familias de genes NAC descritas en plantas. Se indica el
nimero de genes anotados en cada especie asi como el articulo en el que se describieron
por primera vez.

*: este mismo capitulo de tesis.

Especie Tamaifio Referencia
Vid 79 Wang e al. 2013
Melén 81 *
Guandu (Cajanus cajan) 88 Satheesh ¢f a/. 2014
Yuca 96 Hu ez al. 2015
Jatropha curcas 100 Wu ez al. 2015
Brachypodium distachyon 101 You et al. 2015
Tomate 104 Su et al. 2015
Arabidopsis 105 Ooka et al. 2003
Mijo 147 Puranik ef al. 2013
Arroz 151 Nuruzzaman e# al. 2010
Tabaco 152 Rushton e7 al. 2008
Soja 152 Le et al. 2011
Maiz 152 Shiriga et al. 2014
Chopo 163 Hu et al. 2010
Col china 204 Liu ez al. 2014

La construccién del arbol filogenético permitio la clasificacion de las 37 proteinas en cuatro
grandes grupos que, en general, agrupan a proteinas con funciones similares
independientemente de la especie de procedencia (Figura 4.2.6). Lo mas destacable es la
cercanfa entre el factor de transcripcion SINAC-NOR (también denominado NOR) y
MELO3C016540, ya que el primero podria ser considerado como el principal regulador de
la maduraciéon en tomate y probablemente en otras especies tanto climatéricas como no
climatéricas (Klee & Giovannoni 2011; Osortio ¢ a/. 2011). La mutaciéon nor da lugar a
frutos desarrollados con semillas fértiles pero que a diferencia de los tomates “wild type”
no inician la maduracién debido a la inhibicién de procesos como la transicion hacia una
biosintesis autocatalitica de etileno, el incremento de la tasa de respiracion, la degradacion
de clorofilas y sintesis de pigmentos, el reblandecimiento de la pulpa y el desarrollo de
aromas (Klee & Giovannoni 2011). Del mismo modo en que durante la maduracion
climatérica de algunas variedades de melén como “Védrantais” se activan procesos
metabdlicos muy similares a los que han sido descritos en tomate “wild type”, se puede
trazar un paralelismo entre el mutante #or y las variedades no climatéricas como PS: no se
produce etileno durante la maduracién, el color del exocarpo no vira de verde a amarillo,
no hay biosintesis de carotenoides en la pulpa del fruto, su reblandecimiento es menor y no
es aromatico (Vegas 2014; Saladie e @/ 2015). El paralelismo es aun mas evidente si
tenemos en cuenta que los frutos zor no maduran en respuesta a etileno exégeno del mismo
modo en que tampoco lo hacen los melones no climatéricos (Guis e a/. 1997; Perin ez al.
2002a; Giovannoni 2007; Saladie e# @/ 2015). Algunos autores han hipotetizado sobre la
posibilidad de que, en general, los frutos no climatéricos fueran mutantes en genes
implicados en la biosintesis y seflalizacion de etileno o en factores de transcripcién
ortélogos a los caracterizados en tomate como RIN, NOR y CNR (Giovannoni 2004). En
el caso del meldn, la gran reprogramacion genética en el fruto observada entre variedades
climatéricas y no climatéricas durante la maduracién apunta hacia la accién de uno o varios
factores de transcripcion (Saladie ez 2/ 2015) y los resultados de este capitulo sugieren que
MEIO3C016540 podria ser uno de ellos dada su homologia con NOR.
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Ademas de SINAC-NOR, dentro del grupo de MELO3C016540 en el arbol filogenético
encontramos las proteinas NAP, NAC2, PvNAP y CsNAC. Las cuatro estan implicadas en
procesos de senescencia de las hojas en Arabidopsis NAP y NAC2, Guo & Gan 20006;
Balazadeh ez a/. 2010) y judia (PvINAP, Tucker e a/. 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 proteina también esté implicada en procesos de senescencia ademas de
en la maduracién del fruto, tal y como ha sido hipotetizado para SINAC-NOR (Zhu ez a/.
2014).

Por dltimo, la proteina SINAC4, que también esta implicada en la regulaciéon de la
maduracion del fruto en tomate, agrupa con proteinas implicadas en la regulacion de
respuestas a estrés bidtico y abidtico (grupo 2 en la Figura 4.2.6). Cuando este factor de
transcripcion fue descrito por primera vez, los autores observaron el mismo fenémeno y
comprobaron que SINAC4 esta implicada en la respuesta a estrés abidtico en esa especie
posiblemente a través del control de la sintesis de etileno (Zhu ez a/. 2014).

La secuenciacion de MELLO3C076540 en el panel de 54 variedades de melén del COMAYV,
que son representativas de la diversidad dentro de la especie (Esteras ez a/. 2013; Leida ez al.
2015), ha dado como resultado la deteccion de una gran variabilidad a nivel de secuencia,
pero también evidencia la asociacion entre algunos polimorfismos y el tipo de maduracion
del fruto. Se detecté una asociacion muy significativa entre el grupo botanico y el tipo de
maduracion, debida en gran parte a la sobrerrepresentacion de dos grupos de variedades:
inodorus (no climatéricas) con 18 accesiones y cantalupensis (climatéricas) con 14 accesiones,
que presentan una maduracién muy distinta entre ellas pero homogénea dentro de cada
grupo (Tabla 4.2.1). Se encontraron 7 polimorfismos asociados con el tipo de maduracion
(Tabla 4.2.2) que son polimoérficos entre las variedades dentro la subsp. ek, en especial
entre znodorus 'y cantalupensis. Los 10 polimorfismos restantes, que no muestran asociacion
con la maduracién, son en su mayorfa monomorficos dentro de la subsp. el y
polimorficos entre ésta y la subsp. agrestis. Con los datos de que disponemos no podemos
saber si las diferencias en el tipo de maduraciéon se deben a un solo polimorfismo o la
combinacién de varios de ellos. Comenzaremos discutiendo primero el efecto que podrian
tener individualmente y después trataremos de dar una visién de conjunto analizando los
haplotipos.

De los tres polimorfismos asociados con el tipo de maduracién que han sido detectados
dentro de la CDS de MELO3C016540 (G411T, T553A y G969A), el segundo es un
cambio sinénimo y los otros dos no sinénimos, pero tendrian un efecto neutral sobre la
funcién proteica segun la prediccion realizada. Aunque los polimorfismos estan situados
fuera del dominio conservado NAC, la segunda mitad (extremo C-terminal) contiene
tipicamente las regiones mas variables que estan implicadas en el control de la transcripcion
y unién a proteinas (Puranik ez 2/ 2012). Sin embargo, el polimorfismo G411T es utilizado
como marcador genético en el clonaje posicional de e#66.3 bajo el nombre de FR14-P22 y
delimita el QTL por la derecha (Vegas ez al. 2013; ver cap. 4.1), por lo que nos permitirfa
descartar las sustituciones aminoacidicas causadas por G411T y G969A como las causales
de las diferencias fenotipicas. Del mismo modo también se reduce el numero de
polimorfismos candidatos a los dos situados aguas arriba del nucleétido 411 en la secuencia
de MEL.O3C016540: INDEL-126 ¢ INDEL-282. El polimorfismo INDEL-126, que esta
situado en el 5-UTR, podtia ser importante porque esta region regula la traduccion de
genes en plantas aunque no se conocen sus mecanismos de acciéon por completo
(Kawaguchi & Bailey-Serres 2005; Kim e a/. 2014). Por altimo, INDEL-282 esta situado en
la regién promotora y podria alterar la transcripcion del gen dando lugar a un abanico muy
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amplio de efectos, desde una completa inhibicién hasta una expresiéon constitutiva o
ectopica (Dutt ez al. 2014), aunque no se han encontrado diferencias de expresion
significativas entre frutos maduros de “Védrantais” y PS (Saladie ez a/ 2015).

La distribuciéon de los grupos botanicos en el cladograma construido a partir de las
distancias genéticas entre los alelos de MEILO3C0716540 (Figura 4.2.7) no se corresponde
con la distribucién segun el genotipado con 768 SNPs repartidos por todo el genoma que
se representa en la Figura 1.2b (Esteras ez 2/ 2013). La principal diferencia entre ambos es
que segun el haplotipo de MEILO3C076540 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 mayoria znodorus (Can-Pres, Can-Y,
Can-Ps, Can-CA y Can-Ef) mientras que en el estudio anterior no fue detectado ningun
caso. El hecho de que las distancias entre variedades sean distintas para el gen
MEILO3C016540 que para el estudio filogenético usando todo el genoma podria indicar
que este gen ha estado sometido a una presion de seleccion distinta a la de otras partes del
genoma, probablemente debido a su relacién directa con un proceso muy importante para
la calidad del fruto como es la maduracion. Cabe destacar que todas las variedades inodorus,
cantalupensis y conomon incluidas en este trabajo son variedades cultivadas (Esteras ez a/. 2013).

El estudio del alcance biolégico de los polimorfismos entre los alelos de estos tres grupos
botanicos sera fundamental para conocer de que modo estan implicados con la regulacion
de la maduracién en melén. Tal y como se ha dicho anteriormente, los polimorfismos
podrian afectar a MEILLO3C076540 en varios aspectos que deberan ser estudiados en el
futuro. Finalmente planteamos a continuacién una hipdtesis que tiene en cuenta los
resultados obtenidos hasta este punto, aunque sera ampliada en la Discusion General (cap.
5) integrando las discusiones de los siguientes capitulos. Segin nuestra hipotesis, las
variedades no climatéricas como la zzodorus PS tendtian un alelo de MELLO3C0716540 que,
por razones todavia desconocidas, inhibe la maduracién climatérica del fruto de un modo
global similar al gen S/NAC-NOR en tomate. La linea conomon SC, en cambio, tendria un
alelo funcional de MEILLO3C016540 pero estarfa mutado en algin otro gen distinto también
implicado en este proceso que le impedirfa madurar climatéricamente. Este gen o genes
podrian ser responsables de los genes mayores y QTLs detectados en la poblacién de RILs
“Védrantais” x SC (Perin ef a/. 2002a). Finalmente, las variedades climatéricas cantalupensis
tendrfan toda la ruta intacta y por eso son capaces de madurar de forma climatérica. De
este modo cuando se introduce el alelo conomon de MELLO3C016540 procedente de SC en el
fondo genético de PS (es decir, la linea GF40) se produce un fruto con fenotipo climatérico
(Vegas et al. 2013; cap. 4.1). La existencia de variedades climatéricas con el alelo zzodorus de
MEILO3C016540 detectadas en el panel de variedades (Can-Y, Can-Ps, Can-CA y Can-Ef)
podtia explicarse por la existencia de otro/s gen/es implicados en maduracion climatérica
funcionales en SC y variedades cantalupensis. Este gen o genes podrian ser los responsables
del QTL eh3.5, también involucrado en la maduracion climatérica del fruto y que todavia
no ha sido clonado.
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4.3. Validacion del gen candidato para eth6.3 por TILLING.
4.3.1. Introduccion

En los capitulos anteriores se describe el clonaje posicional del QTL e#6.3 y la
identificacion del gen candidato MEI.O3C076540, miembro de la familia de factores de
transcripcion NAC en melén. Tras una primera aproximaciéon para la validacién del
candidato a nivel de secuencia, este capitulo y el siguiente tratan sobre su validacion a través
del uso de herramientas de genética inversa. En contraposicion a la genética directa, que
trata de encontrar la base genética de una variacion fenotipica, la genética inversa es un
conjunto de estrategias que permiten determinar la funcién 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 mas utilizados en plantas son la mutagénesis insercional con
T-DNA vy el silenciamiento génico, pero ambas se basan en la transformacién genética y
por tanto su aplicabilidad se reduce a un nimero limitado de especies (Alonso & Ecker
20006). Recientemente ha habido un auge en los métodos de ediciéon de genes (“gene
editing”) que permiten, potencialmente, introducir mutaciones puntuales en genes de
interés de forma eficiente (Wood ¢ a/. 2011). Actualmente el sistema CRISPR/Cas9 es muy
en plantas y consiste, brevemente, en la expresion transgénica de una enzima endonucleasa
modificada de origen bacteriano que es guiada por una molécula de RNA y que corta una
secuencia de DNA especifica en un determinado nucleétido, de forma que las mutaciones
son causadas cuando la maquinaria celular repara el DNA (Feng e# a/. 2013). En plantas ha
sido aplicado en el estudio de una gran variedad de especies, incluyendo algunas de interés
agronémico como maiz, trigo, arroz y tomate (Belhaj ez a/ 2015).

La transformacion genética es posible en melon (Dong ef al 1991; Ayub et al 1996;
Bezirganoglu et al. 2014) pero es todavia un proceso largo y poco eficiente, asi que
decidimos utilizar la técnica de TILLING como primera opcion para la validacion del gen
candidato MELO3C075640. El TILLING (“Targeted Induced Local Lesions IN
Genomes”) consiste en la identificacion de mutaciones en el gen de interés en poblaciones
tratadas con un agente mutagénico (generalmente quimico, como el EMS) y su analisis
fenotipico (McCallum e# 2/ 2000). La principal ventaja del TILLING sobre el resto de
técnicas de genética inversa es que se puede utilizar practicamente en cualquier especie
vegetal independientemente del tamafio del genoma, el nivel de ploidia y el método de
propagacion (Kurowska ez a/. 2011). Ademas, las mutaciones producidas por TILLING son
estables y no requieren transformacién genética, por lo que resulta especialmente util para
su aplicacién en especies sin un protocolo de transformacion eficiente. La aleatoriedad con
la que actda el agente mutagénico supone una ventaja por la gran variedad de mutaciones
potenciales que pueden generarse (sinénimas, no sindénimas o mutaciones en sitios
donadores y aceptores de “splicing”) siendo posible la obtencién de una serie alélica para el
gen de interés. Sin embargo esto también supone un inconveniente ya que en ocasiones es
necesaria una poblacién de gran tamafio para encontrar la mutaciéon deseada (Alonso &
Ecker 2000).

El TILLING fue utilizado por primera vez en Arabidopsis (McCallum e a/. 2000) y desde
entonces ha sido aplicado en una gran variedad de organismos, incluyendo también
animales. Aunque fue desarrollado inicialmente para su aplicaciéon en genémica funcional,
el TILLING esta siendo utilizado como una herramienta para la mejora genética vegetal,
evitando as{ las complicaciones derivadas de la legislaciéon sobre organismos genéticamente
modificados en la UE (Slade & Knauf 2005). Por tanto, la mayor proliferaciéon de
plataformas de TILLING ha ocurrido en especies cultivadas de alto interés agronémico
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como legumbres, cereales, solanaceas, brasicaceas y cucurbiticeas (revision por Kurowska
et al. 2011).

En el caso del melén 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 ez a/. 2010) y
PS (grupo znodorus, Gonzalez et al. 2011).

Dada la implicacion del gen candidato en la maduracion de tipo climatérica, se utiliz6 una
poblacion de TILLING desarrollada a partir de una variedad cantalupensis de melén para
poder observar los cambios en el proceso de maduracion producidos por las mutaciones en
su secuencia. Si la poblacién usada fuera no climatérica, el efecto de las mutaciones en el
factor de transcripcion NAC deberfa no afectar al fenotipo porque los frutos ya carecen del
componente climatérico de la maduracion. A través de una colaboracién con el grupo del
Dr. Abdelhatid Bendahmane (URGV- INRA, Evry, Francia) tuvimos acceso a la coleccion
de TILLING en el fondo genético del melén climatérico “CharMono”, que ya ha sido
utilizada para la confirmacién de los genes @ y g, responsables de la determinacién sexual en
melén (Boualem ez a/. 2008; Martin ez a/. 2009) y para la busqueda de mutantes para genes
relacionados con la maduracion del fruto como CzACOT (Dahmani-Mardas e a/. 2010).

4.3.2. Busqueda de mutaciones en el gen candidato en la poblacion de TILLING
“CharMono”

Debido al tamafio del gen candidato MELLO3C076540, se disefiaron dos amplicones (Al y
A2) para cubrir la longitud total de su ORF de 1.334 bp en el cribado de la poblacién de
mutantes de la forma mas eficiente (Figura 4.3.1). El amplicon Al permitié la busqueda de
mutantes en una region de 920 bp entre los nucledtidos -66 y el 854 incluyendo los dos
primeros exones y parte del tercero, mientras que A2 cubrié completamente el tercer exén
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
poblacién 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).

Al
___________________________________________________________ A2
LI Y Yyv v v \/ \/ \/ vy
S O UR  Bonl NG Bxon2 REEEEEE B3 3-UTR pem
DominioNAC ) A A YV A

Figura 4.3.1: Estructura del gen MELO3C16540 utilizado para la busqueda de
mutantes en la colecciéon de TILLING “CharMono”. La figura representa las regiones
amplificadas por Al y A2 (lineas discontinuas) y la distribucién de las 20 mutaciones
encontradas originalmente. Las cajas rojas representan regiones no traducidas (UTR), las
cajas azules las regiones exoénicas y las lineas azules los intrones. El dominio NAC esta
seflalado con una linea de color morado sobre los exones 1 y 2. Los tridngulos rojos
representan mutaciones no sinénimas, los tridngulos verdes mutaciones sinénimas y los
triangulos azules mutaciones en regiones no codificantes. Los triangulos grises indican las
mutaciones descartadas.
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Tabla 4.3.1: Listado de las familias M2 con mutaciones identificadas en el gen
MELO3C016540. Se indica el amplicon en el que fueron detectadas las mutaciones
durante el cribado de la poblacion de TILLING asi como la posicién del nucleétido
afectado y su situacion en la estructura del gen. También se detalla la sustitucion
aminoacidica y la prediccién del efecto sobre la funcién proteica seguin PROVEAN.

" familia descartada.

?,%y % parejas de familias con mutaciones idénticas.

>: mutaciones probablemente no causadas por EMS.

Familia M2  Amplicon  Mutacion  Regiéon  Cambio AA Efecto
4831 Al G36A Exo6n 1 Q12Q -
82 Al G147A Exo6n 1 FA9E -
246 Al G175A Exén 1 E59K Mutacién deletérea
5970 Al G265A Intron 1 - -
1301 Al G371A Exén 2 GG -

53881 Al T411G> Exo6n 2 S108A -

432 Al C475T Exon 2 P129LL Mutacién deletérea

5388! Al A533T> Exon 2 P148P -

29232 Al C580T Exon 2 S164F Mutacién deletérea
2282 Al C580T Exén 2 S164F Mutacién deletérea
1784 Al C634T Intrén 2 - -

1725 Al C724T Intrén 2 - -

53881 A2 A978G> Exén 3 N236S -

4933 A2 C1014T Exén 3 A248V Mutacion neutral
3717 A2 C1038T Exén 3 S256F Mutacién neutral
2503 A2 G1058A Exo6n 3 D263N Mutacién neutral

43213 A2 C1169T Exé6n 3 L300F Mutacién neutral

49783 A2 C1169T Exé6n 3 L300F Mutacién neutral
244 A2 C1264T Exo6n 3 V331V -

5024 A2 C1296T Exo6n 3 P3421. Mutacién neutral
503* A2 C1296T Exo6n 3 P3421. Mutacién 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. Ademas, las tres mutaciones se
corresponden con tres SNPs (G411T, T533A y G979A, Tabla 4.2.1) encontrados entre la
mayoria de las variedades inodorus y cantalupensis en el apartado 4.2.4 de esta tesis, por lo que
creemos que se trata de una contaminaciéon durante la construcciéon de la poblacion de
TILLING probablemente originada durante la propagaciéon de esta familia. Cabe
mencionar que la diferencia de un nucleétido entre la nomenclatura de la mutacion 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 deleciéon de
una sola base en el segundo intréon (denominada INDEL+743 en la Tabla 4.2.1) en esta
variedad respecto a la secuencia del genoma del melén (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 unicas o alelos del gen, lo que
supone una frecuencia de una mutaciéon por cada 630 Kb, calculada segin Greene e al.
(2003). La distribucién 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
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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 sinénimo (8
mutaciones) y el resto son silenciosas o sindénimas (4 mutaciones). A pesar del nimero
relativamente alto de mutantes identificados, no encontramos ninguna mutacién sin
sentido ni en sitios donadores o aceptores de “splicing”.

Antes de la evaluacion fenotipica de las familias con mutaciones sindnimas, realizamos una
caracterizaciéon a nivel de secuencia para tratar de predecir la importancia de las
sustituciones aminoacidicas sobre la funcién proteica utilizando herramientas
bioinformaticas. Por un lado estudiamos la posicién de los aminoacidos 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 proteinas NAC independientemente de su
funcién bioldgica y especie (Figura 4.3.3). Por otro lado utilizamos la herramienta
PROVEAN para predecir el efecto de las sustituciones en funciéon del nivel de
conservacion de cada aminoacido en proteinas homoélogas presentes en bases de datos. De
nuevo encontramos que las mutaciones E59K, P129L y S164F podrian tener un efecto
deletéreo sobre la funcién proteica (Tabla 4.3.1).

Mutaciones 1 MESTDS SAGPQQPN| RIS ENUHNEItNUPIEIEARAWE AN NNNA NS S PLPVA 1 [INERWRIRY 53
Piel_de_Sapo 1 MESTDS SAGPQQPN|MCIBANENNNSIARARIAERNNNA NS S PLPVA I [IUBRUNIRY 53
Charentais_Mono 1 MES TDS SAGPQQP NI TD IPIRARINERNNNNANS SPLPVA TS ED 1. Y K

Mutaciones BERK FDPWH L PROEHERGEOQEWY FES PRERKY PNGARPNRAATSGY WKATGTDK PV vl

Piel_de_Sapo SR FDPWI LPESGWRIGE QWY F FS PRERKY PNGARPNRAATSGYWKATGTDKPV IS
Charentais_Morno 54 [NIE0) W‘I 1 PESNRC HEOEWY FES PRERKY PNGA I’N RAATS GYWKATGTDKPV P
Mutaciones 107 ANDG S NQKCAN NS R elel SN NER R BN RY IS AWM A DNK P CINKPPGYDLA 159
Piel_de_Sapo 107 ARDG 5 NQK MR NS RS S E (€] L NER N RNV BN IR @B A DNK P CINKPPGYDLA 159

AL A S el (S L NER R N NI RIS WISNA DNKPCINKPPGYDLA 159
D
INIRPIPAAR NG MR ENNNN S HRPMDOQE REDSMEEMIGS I PHS LRLNDQY PK 212

Charentais_Mono 107 ABMIDG S NQKE]

Mutaciones 160 NKKNJ>L

Piel_de_Sapo 160 NKKNBLESBMBAAEHEIEREN SN S HRPMDQE REDSMEEMIGS I PHS LRLNDQY PK 2

Charentais_Mona 160 NKKNBILESRRPNARRMISRENSESINS HRPMDQE REDSMEEMIGS TPHS LRLNDQY PK 212
E

Mitaciones 213 LGINYTTLLENDONLLQGITVANN DNNNNGALSNMTINSKRPARIL FWTDEMNOD 265

Piel _de_Sapo 213 LGINYTTLLENDOQNLLQGIVANN DNNNNGALSNBTNS KRPARIL FWTDEBOD 265

Charentais_Mono 213 LGINYTTLLENDQNLLQGIVANN DNNNNGALSNETNSKRPABLFWTDEBQD 265

Mutactones 266 HSGISSNKRLHFENTTTDGASTS ITRTHS SNHNNBOSSTSSFTTLLTNLPQTP 318
Piel_de_Sapo 266 HSGISSNKRLHFENTTTDGASTS I TRTHS SNHNNBOSSTSS FTTLLTNLPQTP 318
Charentais_Mono 266 HSGISSNKRLHFENTTTDGASTS I'TRTHS SNHNN SSTSSEFTTLLTNLPQTP 318

Mutaciones 319 PPPMHHHGGAHSVLAS IGDGLFRBAYQT PGANWY § 353
Piel_de_Sapo 319 PPPMHHHGGAHSVLAS IGDGLEFRBAYQIT PGANWY § 353
Charentais_Mosno 319 PPPMHHHGGAHSVLAS IGDGLEFRIBAYQT PGANWY S 353

Figura 4.3.2: Posicion de las mutaciones detectadas en la poblacién 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 sinénimas (rojo). Los residuos sefialados en azul son polimorfismos entre “Piel de
Sapo” y “Charentais Mono”, también presentes en la familia 5388. Las zonas de color gris
sefialan las regiones conservadas del dominio NAC (subdominios A-E).
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Figura 4.3.3: Posicion 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 proteinas NAC de diversas especies.
Las flechas negras sefalan los aminoacidos afectados por los cambios de aminoacido. El
sombreado azul indica un nivel de conservacion superior al 75% vy las localizaciones de los
cinco subdominios NAC (A-E) estan delimitadas por cajas negras. Los prefijos en el
nombre de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S. heopersicumy; Os: O. sativa; Gm:
G. max;, Ca: C. annunr, St: S. tuberosunr, Cs: C. sinensis; Ph: P. hybrida y  Pv: P. vulgaris. Las
proteinas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepcion de AINAM.

4.3.3. Caracterizacion fenotipica de los mutantes

Para estudiar el efecto de las mutaciones inducidas en el gen candidato sobre la maduracién
del fruto de melén, las familias que contenian los 8 mutantes con sustituciones
aminoacidicas fueron fenotipadas durante las campanas de verano de 2014 y 2015. De las
familias con mutaciones duplicadas se eligié al azar un representante (2923 y 4321 sobre
228 y 2978 respectivamente) excepto para la mutaciéon C1296T de la que se eligieron ambas
familias (502 y 503) debido a la baja tasa de germinacién 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 afiadiendo ademas semillas del genotipo parental “Charentais
Mono” para ser utilizadas como control. La tasa de germinaciéon 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 nimeros varfan entre 26 (familia 4321) y 4 (familia 503).

Aproximadamente 2 semanas después de la germinacion se realizé una extracciéon de DNA
de la primera hoja de cada planta para su genotipado mediante secuenciacion, tras la que se
asigné a cada individuo un genotipo en funcién de la presencia del alelo mutado o no
mutado del gen candidato. A partir de aqui 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 distribucion de los
genotipos muestra una distorsion de la segregacion esperada (1/4 M, 1/4 Wy 1/2 H) en
algunas familias como 3717, 2503, 4321, 502 y 503 por causas desconocidas, aunque podria
deberse a la existencia de mutaciones letales en genes necesarios para la germinacion o para
el desarrollo de la planta que estuvieran ligados a MEILLO3C076540 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 Marimon,
excepto en el caso de la familia 4321 donde no se encontraron homocigotos M y se
seleccionaron 5 plantas H. Como para la mayorfa de las familias se obtuvieron menos de 5
plantas homocigotas M o W se afiadieron 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 fenotipicos 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 alteré el fenotipado de las plantas infectadas.
El alcance de la infeccion varid entre familias, siendo las mas 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 propagacion de las familias, por
lo que en ausencia del tiempo de dehiscencia se evalu6 el estado de desarrollo de la capa de
abscision en el momento de ser cortados.

Basandonos en la presencia de aromas caracteristicos del fruto maduro, el cambio de color
externo y el desarrollo de una capa de abscision, todas las plantas de esta poblacion 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 aparicion 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 dfas en la planta. Los dos tnicos frutos que no viraron de verde a
amarillo fueron el mutante 4933.9 y el parental Char.2, siendo este ultimo descartado para
el analisis por presentar anomalias en el proceso de maduraciéon posiblemente debidas a la
infeccién del hongo sobre la planta. Los datos fenotipicos completos se encuentran
recogidos en la Tabla A.4.3.1 en el Anexo.

La caracterizacién fenotipica de la poblacion 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 maduracién menor
es el tiempo transcurrido entre la polinizacion y la dehiscencia del fruto debido un adelanto
o a un aumento de la sintesis de etileno. Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la
maduracién 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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4.3. Validacion del gen candidato para ezh6.3 por TILLING

Mono”. Para evitar una distorsion de los resultados a consecuencia de la infeccién fungica,
decidimos excluir 21 individuos que mostraron sintomas severos de infeccion. Como
resultado de la criba, todos los frutos con la mutacién en homocigosis de las familias 2503
fueron descartados por lo que no pudo realizarse la comparacion entre M y W dentro de
esta familia (Tabla 4.3.2). Ademas, todos los frutos control “CharMono” fueron
descartados, imposibilitando la comparaciéon de medias entre cada familia y el parental de la
poblacion. 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 (desviacién estandar) de este incremento fue muy alta,
encontrandose diferencias desde 3,3 dfas 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 mas prolongado que los frutos W pero mas 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 dfas. En la
Figura 4.3.4 se representan graficamente las diferencias en los tiempos de dehiscencia de
cada una de las familias. El bajo nimero de frutos supuso un problema a la hora de
estudiar el nivel de significacion 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 dfas 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 nimero de plantas de cada familia e incluyendo “Charentais Mono”.

246 432 2923 4933 3n7 2503 4321 502 503
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Figura 4.3.4: Diferencias fenotipicas en las familias M2 durante la temporada de
2014. Se representan los dias transcurridos entre la polinizacion 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 estadisticamente
significativas entre los genotipos indicados por la llave segin una prueba t de Student.
Nivel de significacion: *: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01.

En la campafia de 2015 el sistema de fenotipado fue modificado con el objetivo de

aprovechar al maximo los indicadores de maduraciéon que varfan a lo largo del proceso y no
basar la caracterizacion de las familias de mutantes en el analisis 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 dfas después de la polinizaciéon como testigo del proceso de maduracion. Segin
nuestras observaciones durante la campafia de 2014, el cambio de color podria ser una
medida mas 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 simultaneos. Ademas, la linea control “Charentais Mono” no
siempre fue dehiscente en nuestras condiciones de cultivo por lo que creemos que este
parametro no es fiable como medida del fenotipo. Por ultimo, muchos melones ya
maduros pero no dehiscentes comenzaron a sobremadurar en la planta favoreciendo las
infecciones fungicas 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 afio 2014, y fenotipadas como se
ha descrito anteriormente. Todos los datos genotipicos y fenotipicos de la campafia 2015 se
encuentran en la Tabla A.3.4.2 del Anexo. De nuevo observamos la presencia de un hongo
que afecté al 35% de los frutos, siendo las mas afectadas las familias 4933 (56%), 3717
(78%) y 2503 (60%) (Tabla 4.3.3). La infecciéon se manifestd después del viraje de color
permitiendo el fenotipado de todas las familias para este caracter.

Utilizando el tiempo entre polinizacién y cambio de color, encontramos diferencias
significativas entre frutos W y M en dos familias: 246 (p-valor = 4,4x10®) y 432 (p-valor =
1,6x10°) (Figura 4.3.5). En la familia 246 los frutos M tardaron en promedio 7,2 dias ma4s
en virar de verde a amarillo respecto a los frutos W, y en la familia 432 esta diferencia fue
de 5,6 dias, 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 dias. Cabe destacar
la uniformidad en la maduraciéon de los frutos, que se refleja en una baja desviacion
estandar entre los individuos del mismo genotipo y familia (maximo 2,6 dias en los frutos
M de la familia 4933). Para estudiar las diferencias en el cambio de color entre cada familia
y el parental se realiz6 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 estadisticamente distintos del control con una
diferencia de 2,4 dias (p-valor < 0,05). Del mismo modo, los frutos M de esta misma
familia también se diferenciaron estadisticamente del parental por un tiempo muy similar:
2,7 dias (p-valor < 0,05). Del resto de familias, las mayores diferencias fueron 7,6 dias
(familia 246) y 4,4 dfas (familia 432), siendo ambas estadisticamente diferentes del parental
(p-valor < 0,001 en las dos). Por ultimo cabe destacar la familia 502 que, aunque la
diferencia entre los frutos W y M no es estadisticamente significativa, si 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 desviacion estandar que llega a alcanzar casi los 15 dias (Tabla 4.3.3).
Utilizando los datos recogidos para este caricter fenotipico 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 fenotipicas en las familias M2 durante la temporada de
2015. Se representan los dias transcurridos entre la polinizacion 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
estadisticamente significativas entre los genotipos indicados por la llave segiin una prueba t
de Student.

Nivel de significacion: ***: p-valor < 0,001.

4.3.4. Discusion

Durante el cribado de la poblaciéon “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 antetiormente en esta poblacién: 1/573 Kb (Dahmani-Mardas ¢# a/. 2010) y 1/401
Kb (Gonzalez ef al. 2011). Tal y como se discutira mas adelante, la poblacién de TILLING
utilizada en este capitulo ya habia sido utilizada para buscar mutaciones en este mismo gen,
encontrandose 9 mutantes (frecuencia 1/468 Kb). A modo de comparacién, en la
poblacién de TILLING desatrollada a partir de la variedad PS la frecuencia fue de 1/1,5
Mb, aproximadamente 3 veces inferior (Gonzalez ez al. 2011).

Uno de los problemas al que nos enfrentamos durante la caracterizaciéon de los mutantes en
la temporada 2014 fue el método de fenotipado, basado en la experiencia previa adquirida
durante el clonaje posicional de e#6.3, que consistié en medir el tiempo entre la
polinizacién y la dehiscencia. Aunque fuimos capaces de observar diferencias entre frutos
M y W durante la maduracién, este marcador fenotipico no era representativo del proceso
de maduracién y las mediciones no fueron consistentes ni fiables. Ademas, cabe destacar
que en nuestras condiciones de cultivo los frutos del parental “Charentais Mono” no
siempre fueron dehiscentes haciendo de la dehiscencia un mal caracter fenotipico. Por
tanto, en la temporada 2015 utilizamos el tiempo transcurrido entre la polinizacion y el
viraje de color como parametro representativo del proceso, detectando diferencias entre
frutos M 'y W en dos familias (Figura 4.3.5). Mediciones de la produccion de etileno en una
coleccion de RILs procedentes del cruzamiento PS x “Védrantais” indican que el viraje de
color externo tiene lugar durante los tres dias siguientes al pico de la hormona de forma
consistente y que la dehiscencia puede estar desligada de la produccion de etileno (Pereira

108



4.3. Validacion del gen candidato para ezh6.3 por TILLING

et al., sin publicar), tal y como habia sido observado anteriormente en una poblacién del
mismo tipo pero con distintos parentales (“Védrantais” x SC, Perin ¢f a/. 2002a) Por tanto,
creemos que el cambio de color externo es un marcador fenotipico mas apropiado para
representar la maduracién del fruto que la dehiscencia, ya que responde rapidamente a la
produccion del pico de etileno.

Ademas de por el método de fenotipado utilizado, la temporada 2014 estuvo marcada por
una infeccion fingica que afect6 a una parte importante de la poblaciéon (34% de los frutos)
que el personal encargado del invernadero no pudo identificar ni tratar adecuadamente.
Segun lo que pudimos observar, la infeccion comenzaba en el interior de los frutos
maduros y se iba extendiendo hacia fuera, de forma que cuando los primeros sintomas
fueron visibles en el exterior, el interior ya mostraba un excesivo reblandecimiento y un
desagradable olor. En la temporada 2015 la infeccién alcanzé un porcentaje similar (35%)
pero en este caso todos los frutos ya habfan virado de color y pudieron ser fenotipados.

A pesar de que el tiempo de dehiscencia no fue un marcador fenotipico adecuado para la
caracterizacién de los mutantes, en la temporada 2014 dos familias mostraron diferencias
significativas entre frutos M y W: 246 y 502. El nimero de réplicas fue muy bajo (entre 2y
5 por genotipo y familia) y los resultados no fueron reproducibles al afio siguiente
utilizando la dehiscencia como parametro. 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. Ademas los frutos M también son estadisticamente distintos al
parental de la poblaciéon “Charentais Mono” mientras que los W no lo son, indicando que
las diferencias observadas se deben a la mutacién en el gen candidato y no al fondo
genético de las dos familias. El efecto de las sustituciones aminoacidicas que provocan estas
mutaciones (E59K la familia 246 y P129L la familia 432) ha sido predicho como deletéreo
ya que afecta a dos aminoacidos 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 transcripcion ya que contienen el dominio de unién a DNA
y secuencias putativas de localizacién nuclear (Puranik ez a/. 2012), por lo que la mutacién
P129L, que afecta a una prolina que esta presente en 35 de las 37 proteinas NAC del
alineamiento de la Figura 4.3.3 es especialmente interesante.

Debido a su homologia con el factor de transcripcion SINAC-NOR de tomate (ver cap.
4.2) se buscaron mutantes en MEI.O3C076540 en esta misma poblaciéon de TILLING
entre los aflos 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 implicaciéon en la
maduracion del fruto. De las nueve familias de mutantes detectadas (Dahmani-Mardas e a/.
2010) se fenotiparon cuatro con mutaciones sin sentido entre las que se encontraban las
familias 246, 2923 y 2503 identificadas y estudiadas en este capitulo. De las cuatro familias
analizadas, los frutos M de la familia 246 mostraron un retraso significativo en el tiempo de
maduracion respecto al control sin mutar en cuatro localizaciones independientes, pero
estos resultados no fueron incluidos en la publicaciéon en la que se describe la poblacion,
que se centra en los mutantes en el gen CzACO7 (Dahmani-Mardas e7 a/. 2010).

Finalmente, por las razones anteriormente expuestas creemos que los resultados de la
caracterizacion fenotipica de las familias 246 y 432 confirman que MELO3C076540 es el
gen responsable del QTL e#h6.3. 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 alteraciéon en
la maduracién climatérica. Dado que el cambio de color es un proceso intimamente ligado
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a la biosintesis de etileno, es probable que las diferencias observadas en estas familias se
deban a cambios en la regulaciéon de esta hormona que provocarfan un retraso o una
reduccion en su biosintesis. Sin embargo, tal y como hemos podido experimentar, es muy
importante contar con un buen método de fenotipado y unas condiciones de cultivo
optimas para el estudio de un caracter complejo como la maduracién del fruto.
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4.4. Validacion del gen candidato para eth6.3 por RNAi.
4.4.1. Introduccion.

En el capitulo anterior, después de la seleccion del gen MEILLO3C076540 como candidato
para el QTL eh6.3, utilizamos una coleccion de mutantes TILLING como primera
estrategia para su validacion funcional. Este capitulo es el comienzo de una segunda
aproximacion a su validaciéon mediante silenciamiento génico que tiene como objetivo
complementar los resultados obtenidos mediante el estudio de las familias de mutantes
TILLING. Las dos estrategias de validacion utilizadas en este proyecto de tesis pertenecen
al conjunto de técnicas de genética inversa pero, al contrario del TILLING, la aplicacion
del silenciamiento génico precisa de transformacion genética.

El silenciamiento génico mediado por RNA, también denominado silenciamiento génico
post-transcripcional o RNA interferente (RNAI), consiste en la degradacion especifica de
un mRNA mediante el uso de moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA) (Figura 4.4.1).
Cuando una molécula de dsSRNA se forma en la célula, es reconocida por proteinas 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 esta asociado con el complejo (Bernstein ez a/. 2001). La formaciéon de dsRNA ocurre
de forma natural en la mayoria de organismos eucariotas y el RNA interferente constituye
un mecanismo de defensa frente a infecciones viricas y transposones (Waterhouse e .
2001; Baulcombe 2004). Sin embargo, esta maquinaria celular puede ser utilizada en
genémica para el estudio de la funcién génica induciendo la formaciéon de dsRNA
complementarios al gen de interés, que es silenciado de forma especifica y que permite
estudiar posteriormente las alteraciones en el fenotipo (Baulcombe 1999).

Uno de los métodos mas utilizados histéricamente para inducir la formaciéon de dsRNA es
a través de la produccion de plantas transgénicas que expresen la secuencia completa del
gen en antisentido para que la hibridacién con su transcrito forme una molécula de doble
cadena. Un estudio de este tipo relevante por su relacion con la maduracion del fruto es el
silenciamiento del gen CzACOT en variedades climatéricas del grupo cantalupensis (Ayub et
al. 1996). Los autores detectaron una disminucion en la produccién de la hormona en las
lineas que silenciaban este gen, implicado en la sintesis de etileno, que fueron caracterizadas
fenotipicamente permitiendo el estudio el tipo de regulacion (dependiente o independiente
de etileno) de los procesos de maduraciéon en melon. En estas lineas transgénicas se
observé una atenuacion del componente climatérico (dependiente de etileno) como el
cambio de color externo, el reblandecimiento de la pulpa y la produccién de compuestos
tipo éster aromaticos (Ayub ez al. 1996; Guis et al. 1997; Bauchot e al. 1998).

Otro método para inducir el silenciamiento génico muy utilizado actualmente es la
introduccion en la célula vegetal de un transgén que exprese una molécula de RNA con
regiones complementarias que hibridan entre si formando una pequefia horquilla de RNA
(hpRNA, Waterhouse ez a/. 1998). Las horquillas de RNA tienen una estructura tallo-bucle,
siendo el tallo la regién de doble cadena formada por las secuencias complementarias y el
bucle la regién de cadena simple que las separa. Al producirse la integracion del transgén en
el genoma de la planta, el silenciamiento es estable, heredable y especifico. Sus principales
desventajas son el silenciamiento no deseado de otros genes, especialmente en el caso de
familias génicas con alta homologia, y la gran variabilidad en el grado de silenciamiento que,
sin embargo, permite estudiar el rango de efectos fenotipicos que producen los diferentes
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niveles de expresion del gen de interés (Wesley ez a/. 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, algodén, tomate y arroz, entre otras
(Waterhouse & Helliwell 2003; Meli ef al. 2010; Ali e al. 2013; Xie et al. 2014) y se han
desarrollado herramientas genéticas, como el vector pKANNIBAL, para facilitar su
construcciéon y manipulacion (Wesley ez @/ 2001). En meldn, el uso de hpRNA como
inductor de silenciamiento génico se reduce al trabajo de (Rodriguez-Hernandez e a/. 2012)
sobre la implicaciéon del gen Cm-elF4E en la resistencia a diversos virus y en el que
describen un silenciamiento eficiente y especifico en todas las plantas transformadas.

mwlﬁé -

- Q)

Fragmentacion del dsRINA

dsRINA

m(:omple]o RISC

Y

mRNA WW/\pon.A
- EE J Cadena complementaria

\ 4

Poli-A
mRINA degradado °

Figura 4.4.1: Modelo de silenciamiento génico mediado por RNA en plantas. Una
horquilla de RNA (hpRNA) contiene una regién de doble cadena (dsRNA) que es
reconocida por proteinas Dicer, que la fragmentan en moléculas de 22 bp denominadas
siRNA (“small interfering RNA”). Los complejos RISC (“RNAi silencing complex”)
incorporan moléculas siRNA que guian la degradacion de mRNA de secuencia
complementaria, silenciando el gen objetivo. Modificado de Waterhouse and Helliwell
(2003).

Este capitulo tiene como objetivo proveer de las herramientas necesarias para validar la
implicacién de MELO3C016540 en la maduraciéon climatérica de melén mediante la
construccion de un hpRNA disefiado especificamente para su silenciamiento. El proceso
de construccion puede ser dividido en dos fases: (1) el disefio y construcciéon del hpRNA y
(2) la preparacion del vector binario y transformacion de Agrobacterinm. Las construcciones
obtenidas en este capitulo podran ser utilizadas en la transformacion de la linea climatérica
GF40, portadora de alelos de SC en homocigosis del QTL e#h6.3, para evaluar como 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
podrian ser utilizadas en la linea GF31 (con e#h6.3 y también efh3.5) para estudiar la
interaccion entre ambos QTLs.

4.4.2. Disefio y construccion del hpRNA.

Tal y como se describi6 en el apartado 4.2.2 de esta tesis, MEI.O3C076540 pertenece a la
familia NAC de factores de transcripcion de melén de la que encontramos 81 genes (92
transcritos putativos anotados) en el genoma de referencia. Dado el gran tamano de la
familia y la implicacion de sus miembros en una gran variedad de procesos fisiolégicos, es
muy importante conseguir un silenciamiento lo mas especifico posible a través del disefio
cuidadoso del hpRNA. Como el silenciamiento se hace a nivel de mRNA, exploramos la
homologfa de las 92 transcritos putativos de la familia a través de un alineamiento multiple
de secuencias, calculando el porcentaje de conservacion de cada base respecto al resto de
transcritos. Los dos primeros exones, que codifican el dominio NAC, estan altamente
conservados asi como los 100 bp anteriores al codén de inicio (en la region del 5’-UTR)
mientras que el tercer exén presenta una conservacion baja que va disminuyendo
progresivamente hasta el final de la secuencia (Figura 4.4.2). Con una conservacion
promedio del 25%, los ultimos 700 nucleétidos del transcrito de MELO3C016540 son los
mas variables respecto al resto de miembros de la familia por lo que dirigimos el
silenciamiento génico hacia una regiéon 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 especifica de nuestro gen candidato, pero que pequefias fracciones de hasta 23 bp
presentan homologfa con otras regiones del genoma de referencia (Tabla 4.4.1). La mayoria
son zonas no codificantes y ninguno de los dos genes que presentan cierta homologia de
secuencia esta anotado como miembro de la familia NAC, por lo que consideramos que
esta region es 6ptima como diana de silenciamiento.

100% —

T5% -

200-NAC

—

50% -

Conservacion

25% =

0% =

0 100 200 300 400 500 600 700 300 200 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Posicion (bp)

Figura 4.4.2: Seleccion de la diana de silenciamiento 200-NAC segun Ila
conservacion de MELO3C016540 respecto a la familia NAC de meldn. Se representa
la conservacion por nucleétido del mRNA obtenida a través del alineamiento mdaltiple de
las secuencias de las 92 isoformas pertenecientes a la familia NAC de meldn, realizado con
ClustalO. Conservacion calculada con Jalview. La zona sefialada con la horquilla representa
el fragmento seleccionado como diana de silenciamiento (200-NAC).

113



4.4. Validacion del gen candidato para ezh6.3 por RNAi

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

Localizacion ilf’i(;?(l)czl?’)g) POSI(S;S;) final N° bases Hon(:)zl)ogia P-valor Gen
Cr. 6 26.987.627 26.987.826 200 100 2x1019%  MEI.O3C016540
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 MEILO3C013723
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 MEILO3C008073
Cr.2 21.369.716 21.369.733 18 100 0,95 -

La primera fase de la construcciéon de la horquilla de RNA consistié en la insercion del
fragmento 200-NAC en forma de repeticion invertida a ambos lados de un intrén pdk en el
plasmido pKANNIBAL (Wesley ef a/ 2001, Figura 4.4.3a). Mientras que las dos copias
invertidas del 200-NAC formaran el tallo de la horquilla, el intrén tiene como principal
funcién formar el bucle. El casete de expresion se completa con un promotor (CaMV 358
en este caso) y un terminador (ocs) especificos de plantas que harin que el hpRNA se
exprese de forma constitutiva. El vector pKANNIBAL contiene dos “polylinker” que
flanquean el intrén pde disefiados para facilitar la insercién en repeticién invertida de
cualquier secuencia mediante la digestiéon con dos combinaciones de enzimas de restriccion:
EcoRI/Kpnl y Xbal/Hindlll. Disefiamos dos “ptrimers” (HP-2F y HP-2R) para utilizar este
sistema afadiendo a la secuencia 200-NAC las dianas de restriccion necesarias para el
clonaje (Xbal y EcoRI en el extremo 5y Kpul y Hindlll en el 3°) durante su amplificacion
por PCR (Figura 4.4.4). Las secuencias de todos los “primers” utilizados en este capitulo
pueden ser consultadas en la Tabla 3.5 del capitulo 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 plismidos 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) v las lineas azules perpendiculares al circulo indican dianas de
restriccion, origenes de replicacion (RK2, ColEl) o “left and right borders”. a)
pKANNIBAL (Wesley ez 2/ 2001). b) pKan-HP, con las repeticiones invertidas de 200-
NAC. ¢) pART27 (Gleave 1992). d) Plasmido pART27-HP, con el casete de expresion del
hpRNA.

200-NAC

SUTR - Exonl  {IIIERGAZINN

E[ORI KD”I
XZmI\|\ 200-NAC ( HindIIl

Figura 4.4.4: Localizacién de la dian che silenciamiento 200-NAC en el gen
MELO3C016540. 1.a horquilla muestra la” reglon 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 afiaden al fragmento
200-NAC (flecha azul) las dianas de restriccion indicadas mediante PCR.

115



4.4. Validacion del gen candidato para ezh6.3 por RNAi

Comenzamos la construccién del hpRNA con la insercién de 200-NAC en sentido 5-3’
digiriendo el producto de PCR y una alicuota del vector pKANNIBAL con las enzimas
EcwRI y Kpnl, ligando posteriormente ambos fragmentos y transformando E. co/i (cepa
JM109) con el producto de ligaciéon. Se seleccionaron dos colonias con la construccién
(A35 y A37), denominada pKan-200-NAC, mediante PCR de colonias con los “primers”
358-F y HP-2R. Tras la extraccion del plasmido mediante minipreparacion fue verificado a
través de su secuenciacion con el “primer” 358-F y su digestion con las mismas enzimas
utilizadas en el clonaje (EwRI y Kpul) que liberaron un fragmento correspondiente al
inserto (Figura 4.4.5a). La insercion de la copia invertida de 200-NAC se realizé siguiendo
el mismo procedimiento que para la primera, pero utilizando la combinacién de enzimas de
restriccion  Xbal/Hindlll para digerit tanto el producto de PCR como el vector
pKan-200-NAC procedente de la colonia A35. En esta ocasion se seleccionaron mediante
PCR de colonias con los “primers” int-4F y HP-2F cuatro colonias positivas (A21, A22,
AG61 y A62) con la construccion completa a la que denominamos pKan-HP (Figura 4.4.3b).
De nuevo, los plasmidos extraidos mediante minipreparaciéon fueron verificados por
secuenciacién con los “primers” indicados en la Tabla 3.5 y por digestiéon con las enzimas
Xbal/Hindlll, que liberaron el inserto (Figura 4.4.5b). Tras la confirmacion, las cuatro
colonias con la construcciéon pKan-HP fueron cultivadas de nuevo para su conservacion
mediante glicerinado a -80°C.

a) "
(EcoRI/HindI1I) pKan-200-NAC pKan-200-NAC (EcoRI) pKan-200-NAC (EcoRI/KpnI)
A35 A35 A35 A37 A37 A37 A35 A35 A35 A37 A37 A37 A35 A35 A35 A37 A37 A37 Isg:p
CLE () (3) BENCIDIENNC) S (3) 38 (1) B8 (2)88(3) 38 (1) 88 (2) 38 (3) S (1)B (2) S ()R (1) B (2) B8 (3)  =ccer
21.226 bp - — S —— D W - ey s — — - —— e ———
947 bp bp -
- 500 bp
R - 200 bp
b) <)
50 bp pKan-HP (Xbal/HindIII) A 3 = TSP
ladder A21 A22 A61 A62 (EcoR1/HindlID) (eoRrnI) P(Not!) GBI CoimiGR oo
: — 5.148 bp .
N ETT e -_{4-973?’
4.268 bp
21,226 bp -
3.530 by u»— —_—
d 3.530bp-_
-564 bp 2> B— —
500 bp - 2.027 bp -
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Figura 4.4.5: Verificacion de las construcciones pKan-200-NAC, pKan-HP y
pART27-HP mediante digestion enzimatica. Las enzimas utilizadas para digerir cada
vector se indican entre paréntesis. Marcadores de tamafio: lambda digerido con EwRI y
HindlIl; 50-1.500 bp DNA Ladder (Promega, Madison, USA). a) La digestién del vector
pKan-200-NAC con las enzimas EwRI y Kpnl dio como resultado dos fragmentos
correspondientes al vector pKANNIBAL (1) y al inserto 200-NAC (2). b) Los dos
fragmentos obtenidos mediante digestiéon con Xbal y Hindlll del vector pKan-HP se
corresponden con el vector pKan-200-NAC (1) y con la segunda inserciéon de 200-NAC
(2). ¢) Comprobaciéon del vector pART27-HP mediante la digestion con Nozl obteniendo
dos bandas correspondientes al vector vacio pART27 (1) y al casete de expresion (2).
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4.4.3. Preparacion del vector binario y transformacién de Agrobacterium.

Una vez insertadas las repeticiones invertidas de 200-NAC bajo el control del promotor
CaMV 358 en el vector pPKANNIBAL (pKan-HP), la segunda fase de la construccién del
hpRNA consistié en la transferencia del casete de expresiéon a un vector binario con las
regiones fundamentales para el proceso de transformacion mediante Agrobacterium como
origenes de replicacion, genes de seleccion, 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 Nozl, que corta justo antes del promotor y
después del terminador liberando el casete de expresion para que sea insertado en otro
vector que contenga una diana de restriccion Nozl en la region T-DNA. Un vector que
cumple con este requisito es pART27 (Gleave 1992, Figura 4.4.3c), que ademas contiene el
gen “reporter” LacZ para simplificar la seleccién de colonias transformantes. Una alicuota
de pKan-HP procedente de la colonia A62 fue digerida con No#l y el casete de expresion
(con un tamafio 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
Nozl fue tratado con fosfatasa alcalina, que desfosforila los nucledtidos situados en los
extremos 5 impidiendo su recircularizacion. Ambos fragmentos fueron ligados e
introducidos en E. e/, 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 expresion, pART27-HP (Figura 4.4.3d), mediante minipreparacion.
Se comprobaron las construcciones mediante digestion con No#l (Figura 4.4.5c) pero
solamente pudo ser verificado el plasmido de la colonia 10 mediante secuenciacion 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 dltimo, se conservé una alicuota de la
colonia positiva mediante glicerinado a -80°C.

Finalmente se transformé _Agrobacterium cepa AGLO con la construccion pART27-HP
procedente de la colonia 10, obteniéndose una gran cantidad de colonias tras 72 horas de
incubacion en medio de seleccion. Se eligieron tres colonias al azar, de las cuales en dos
(10.2 y 10.3) se confirmé la presencia del vector pART27-HP mediante PCR con los
“primers” OCS-F y pARTlac-3R. Por dltimo, las colonias 10.2 y 10.3 fueron conservadas
mediante glicerinado a -80°C hasta su utilizacion.

4.4.4. Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo representan comienzo de una segunda
aproximacion para la verificacion del gen MEILO3C076540 como responsable del fenotipo
climatérico en las lineas de melén portadoras del QTL e#h6.3 mediante el uso del
silenciamiento génico. La transformacioén genética de melén es posible desde hace tiempo
pero es todavia una herramienta muy poco utilizada debido a la baja eficiencia de
transformacién y regeneraciéon en esta especie (Dong e al. 1991; Ayub et al. 1996;
Bezirganoglu ef al. 2014). Pese a estas dificultades, las construccion pART27-HP ya esta
siendo utilizada con éxito en la transformacion de la linea GF40 (con e#h6.3) y se espera que
durante el afo 2016 se pueda realizar la primera caracterizacién fenotipica de frutos
procedentes de plantas transgénicas (J. Argyris, comunicacion personal). La construccion
pART27-HP también podria ser utilizada para la transformacion genética de la linea GF31
(con eth3.5'y eth6.3) que también presenta un fenotipo claramente climatérico y mas intenso
que GF40 por el efecto aditivo de los dos QTLs (Vegas ez al. 2013).
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A causa varios factores, entre los que se encuentran la estructura del hpRNA y el lugar de
insercion del casete de expresion 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 e al. 2001;
Helliwell ez al. 2002) siendo en algunos casos las lineas de silenciamiento equivalentes
fenotipicamente a mutantes con el alelo nulo del gen (Stoutjesdijk ez 2/ 2002). Utilizando
una construccion muy parecida a la de este capitulo se han conseguido en melén unos
grados de silenciamiento de alrededor del 85% para el gen Cw-elF4E (Rodriguez-
Hernandez ez al. 2012).

En las lineas GF40 transgénicas se espera encontrar un efecto sobre la maduraciéon del
fruto derivado del silenciamiento de MELLO3C076540 como una disminucién o inhibicién
completa de la sintesis de etileno y de todos los procesos relacionados con la maduracion
climatérica del fruto de melén (como el desarrollo de una capa de abscision, el cambio de
color externo, la produccion de aromas y gran parte del reblandecimiento de la pulpa). Los
diferentes grados de silenciamiento del gen MEIL.O3C076540 que se podrian obtener
servirfan para estudiar el efecto de distintos niveles de expresion sobre la maduracion del
fruto. El tnico trabajo similar realizado en melén es el silenciamiento de C#4COT7 en la
variedad climatérica “Védrantais” mediante una aproximacion por antisentido, que redujo
la sintesis de etileno en un 99% respecto al control y mostré una inhibicién del
componente climatérico de la maduraciéon (Ayub ez al. 1996).

La secuenciacién del genoma (Garcia-Mas ef a/. 2012) ha facilitado mucho el disefio de
marcadores moleculares y mapas genéticos, lo que se ha traducido en un aumento en el
namero genes mayores clonados desde su publicacion (Cohen e# al. 2014; Boualem ef al.
2015; Feder et al. 2015; Tzurti et al. 2015), pero en ninguno de ellos se ha utilizado la
transformaciéon genética como método de validaciéon. Por tanto, con el desarrollo y la
aplicacién de la tecnologia hpRNA en el estudio del gen MEILLO3C076540 no solo se
pretende entender mejor su papel en la regulacién de la maduracion climatérica sino
también demostrar la importancia de disponer de un protocolo eficiente de transformacion
genética en melon.
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4.5. Estudio transcriptomico de la maduracion del fruto.
4.5.1. Introduccién

En el dltimo capitulo de este trabajo de tesis se profundiza en el estudio de la maduracion
del fruto de melén de la linea SC3-5-1 desde un punto de vista transcriptomico como
complemento a la aproximacion genética llevada a cabo en los capitulos 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
maduracion del fruto. Historicamente, las micromatrices de DNA (“microarrays”) han sido
las mas utilizadas, pero en los dltimos afios la secuenciacién masiva del mRNA (RNA-Seq)
esta desplazando a las micromatrices debido a sus ventajas sobre las herramientas basadas
en hibridacién y al abaratamiento de la secuenciacién de alto rendimiento (Wang e/ al.
2009). En tomate, la especie modelo para la maduracién del fruto, se han utilizado tanto
micromatrices como RNA-Seq para estudiar mutantes como Nr (“never ripe”, Alba ez al.
2005) y 7in (“ripening inhibitor”, Fujisawa ez a/. 2012; Kumar ef al. 2012), y para caracterizar
la regulacion ejercida por factores de transcripcion como ILeAP2a, TAGLT y LeERF6
sobre los procesos de maduracion (Karlova ez a/. 2011; Bemer ef al. 2012; Lee et al. 2012);
respectivamente). Durante los dltimos afios también se han realizado este tipo de estudios
en especies no modelo como la naranja (Liu e a/. 2009a; Yu et al. 2012; Wu et al. 2014), el
melocotonero (Trainotti ¢# al. 2006; Ziliotto et al. 2008), la vid (Zenoni et al. 2010;
Sweetman ez a. 2012) y en cucurbitaceas como la sandia (Grassi ez a/. 2013) y el pepino
(Ando et al. 2012). En el primer estudio transcriptomico de la maduraciéon de fruto
mediante RNA-Seq llevado a cabo en meldn se estudio la expresion de genes implicados en
la sintesis de etileno, la producciéon de aromas, la acumulacién de azucares y el
reblandecimiento de la pulpa en frutos maduros e inmaduros de la variedad climatérica
“Dulce” (Dat et al. 2011; Portnoy et al. 2011). Otro proceso relacionado con la maduracion
del fruto que ha sido estudiado mediante RNA-seq es la formacion de la capa de abscision
en variedades climatéricas (Corbacho ¢ a/ 2013). También se han abordado desde un
punto de vista global las relaciones entre dulzor, color y aroma durante la maduracién del
fruto utilizando datos tanto metabolémicos como transcriptomicos en una poblacion de
RILs “Dulce” x PI 414723 (tipo momordica) (Freilich ef al. 2015). Por dltimo, 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 maduracién a
nivel transcriptomico y en €l se relacionan los cambios de expresion con los cambios en la
produccion de etileno, niveles de azucares, contenido en carotenoides y firmeza de la pulpa,
aunque solamente el 38% de los genes anotados en el genoma del melén estaban
representados en la micromatriz.

En este capitulo de tesis se continda con el trabajo comenzado por el Dr. Juan Vegas al
final de su tesis doctoral (Vegas 2014), que consiste en el estudio de la maduracién del fruto
mediante RNA-Seq entre las lineas PS y SC3-5-1 (NIL climatérica con alelos de SC en
homocigosis para los QTL e#h3.5 y eth6.3, equivalente a la linea GF31 utilizada en el cap. 4.1
como control de fenotipado). Tras cultivar y cosechar frutos de las dos lineas por triplicado
entre los 15 dias tras la polinizaciéon (DAP) hasta el punto de cosecha (H, 55 dfas para PS y
abscision para SC3-5-1, que en esa temporada fue 35 dias) durante el verano de 2011, se
determinaron los puntos a secuenciar estimando los niveles de expresién mediante PCR
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semicuantitativa del gen CnACOT, clave para la biosintesis de etileno, como indicador del
inicio del proceso de maduracion. Los resultados (Figura 4.5.1) indicaron que CnACOT
apenas se expresa en PS mientras que en SC3-5-1 se observa una expresion fuerte hacia el
final de la maduracion. Por tanto se establecié 25 DAP como el punto limite anterior al
comienzo de la maduracién en ambas lineas y H como el punto en el que el fruto ya esta
maduro (Figura 4.5.2). Tras la purificacion de mRNA a partir de la pulpa de fruto en los
dos tiempos seleccionados (25 DAP y H), se realizaron dos carreras de secuenciacion 454
en el Servicio de Secuenciacion Masiva del CRAG. El trabajo llevado a cabo en este
capitulo continda a partir de este punto, desde la recepcion de los archivos de lecturas de
las genotecas de cDNA hasta la caracterizacion de los genes diferencialmente expresados y
el estudio de su implicacién en procesos relacionados con la maduracion del fruto de
melon.

PS-15DAP PS-20DAP PS-25DAP PS-30DAP PS-35DAP PS-H C+ = . ;1. 8C3-5.1 8C3-5-1 8¢3-5-1 — kT L e
uc 3 -
il = g = 5 —-E —— puc 15080 ~ LI 2504P :

CmACOT s .
CmACO1

CmCYP7 -

Figura 4.5.1: Cuantificacién por PCR semicuantitativa de la expresion de CmACO1
en pulpa de fruto de las lineas PS y SC3-5-1 en diferentes estadios de maduracion.
Los recuadros indican el producto de PCR detectado en el gel de agarosa al 2%. Se utiliza el
gen CYCLOPHILIN7 (CmCYP7) como control. DAP: Dias después de la polinizacion.
Adaptado de Vegas (2014).

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

n-wv

PS

Figura 4.5.2: Frutos en diferentes estadios de desarrollo y maduracion de las lineas
PS y SC3-5-1. A la izquierda se esquematiza el genotipo de cada linea mediante barras
verticales (que representan los cromosomas III y VI) y cajas naranjas (que representan
alelos en homocigosis de SC en los QTLs e#h3.5 y eth6.3 respectivamente). DAP: dfas
después de la polinizacién. H: punto de cosecha.

*: Puntos seleccionados para la secuenciaciéon masiva por 454-Roche.

Adaptado de Vegas (2014).
4.5.2. Estudio transcriptémico mediante secuenciacion 454-Roche.
Obtenciéon y mapeado de las lecturas

Como punto de partida del estudio transcriptémico mediante tecnologia 454-Roche
recibimos los archivos correspondientes a las lecturas de las genotecas de cDNA generadas
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en las dos carreras de secuenciaciéon realizadas por el Servicio de Secuenciaciéon Masiva del
CRAG. De forma rutinaria, este servicio aplica un primer filtro de calidad utilizando el
software Newbler 2.6 segun 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
biologicas). La nomenclatura utilizada en este capitulo para identificar las genotecas
consiste en el nombre de la linea (PS o SC3-5-1) seguido por el punto de maduracién
(UNRIPE, 25 DAP) o RIPE (H) y finalmente el nimero de réplica biologica (R1, R2 y R3).
Cuando se omite el nimero 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 nimero de lecturas es relativamente uniforme entre las 12 genotecas. Sin
embargo, la réplica R3 de la muestra PS|UNRIPE dio lugar a un bajo nimero de lecturas
en ambas carreras, debido probablemente a algin problema durante la construccién de la
genoteca. Dado que las dos carreras de secuenciacion mostraban una clara correlacion en el
numero de lecturas obtenidas para cada muestra (corr. 0,98) decidimos juntar ambos
experimentos para dar mayor solidez a los andlisis posteriores. De esta forma, el
rendimiento total de las dos carreras de secuenciacion fue de 1.501.695 lecturas repartidas
entre 12 genotecas con un total de 415.654.707 nucleétidos. La longitud de las lecturas
vari6 entre 18 y 943 bases con un promedio de 277. Las estadisticas de la secuenciacion de
las genotecas, agrupadas por triplicados, pueden consultarse en la Tabla 4.5.1.

PS | Unripe PS | Ripe SC3-5-1 | Unripe SC3-5-1| Ripe
100.000 -
75.000 4
123
o
2 Carrera 1
& 50.000- Carrera 2
=
: '
0-
' T T T v r ' r T L T ) '
R1 R2 R3 R1 R2 1 R2 R3 R1 R2 R3

R3 R

Genoteca

Figura 4.5.3: Rendimiento de la secuenciacion por 454-Roche tras el filtrado inicial
con Newbler 2.6. Numero de lecturas obtenidas por genoteca en las dos carreras de
secuenciacion.

Antes de comenzar con el mapeado de las lecturas contra el genoma de referencia de
melon, realizamos un analisis 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 todavia
regiones con valores de calidad muy deficientes (“Phred” por debajo de 20) y que la calidad
de los nucledtidos tendia 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 analisis,
llevamos a cabo un filtrado mas 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 nucleétidos) 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 nucleétidos disminuye a lo
largo de la lectura, muchas de ellas fueron acortadas durante el proceso.

Tras el procesamiento de las genotecas, se realiz6 el mapeado utilizando HISAT 0.1.16
tomando como referencia el genoma de meléon v3.5.1 (Argyris ez 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 mayorfa (83%) lo hicieron en regiones exonicas y tan
solo un 5% y un 11% en regiones intrénicas e intergénicas, respectivamente. Cabe destacar
la muestra PS|RIPE, cuya eficiencia de mapeado fue la mas baja (65%) por lo que, a pesar
de ser la segunda genoteca de mayor tamafio en cuanto a lecturas filtradas, el numero de
lecturas mapeadas en exones terminé 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 secuenciacion, filtrado, mapeo y expresion génica. Se
indican el numero total de lecturas obtenidas entre las dos carreras de secuenciacién 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 expresion

Genotecas sin procesar PS | Unripe PS | Ripe SC3-5-1| Unripe SC3-5-1| Ripe Total
N°de lecturas 312.237 418.689 434.162 336.607 1.501.695
N°de nudedtidos 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
N° de lecturas (7o) 262.059 (84%) 362.386 (87%) 377.776 (87%) 285.666 (85%) 1.287.887 (86%)
N°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
N° de lecturas mapeadas (%) 196.451 (75%) 236.037 (65%) 308.854 (82%) 241.814 (85%) 983.156 (77%)
De las cuales ex6nicas 162.923 (83%) 175.837 (74%) 263.592 (85%) 211.760 (88%) 814.112 (83%)
De las aaales intronicas 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%0) 104.915 (11%)
Analisis de expresion
N°de genes expresados 7.410 7.417 8.821 7.921 10.861

génica indica el nimero de genes con al menos una lectura mapeada en dos de las tres
réplicas.

Pagina anterior:
Figura 4.5.4: Efecto del filtrado con Trimmomatic 0.33 sobre la calidad de los
nucleétidos a lo largo de las lecturas. La linea central indica la calidad promedio y la
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zona sombreada delimita los cuartiles 1° y 3°. En rojo se representan las lecturas sin
procesar y en azul las lecturas procesadas. En el eje X se indica la posicion de los
nucleétidos y en el Y 1a calidad Phred.
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Figura 4.5.5: Efecto del filtrado con Trimmomatic 0.33 sobre el nimero 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 nimero
de lecturas.

Visualizacién y andlisis de expresion diferencial

En un experimento de RNA-Seq el andlisis de la expresion diferencial se basa en contar el
numero de lecturas mapeadas en cada uno de los genes y comparar este nimero entre las
distintas muestras, realizando una prueba estadistica para dotar de un nivel de significacion
a las diferencias encontradas. De entre la gran cantidad de herramientas bioinformaticas
desarrolladas durante los dltimos afios para realizar este tipo de analisis, en este proyecto se
utiliza Stringtie 1.0.4 para detectar nuevos transcritos no presentes en la anotaciéon de
referencia y afiadirlos a la misma, el script de Python HTSeq-count 0.6.1 para realizar el
recuento de lecturas utilizando la nueva anotacién, y finalmente el paquete de R DESeq2
1.8.0 para la normalizacion, visualizacion y analisis de los resultados.

Tras la generacion de la nueva anotacion, el conteo de lecturas y su normalizacion, se inicid
un primer analisis exploratorio con el objetivo de visualizar las diferencias entre las
muestras a nivel de expresion génica global por medio de la construccion de una matriz de
distancias y su representacion grafica por medio de un “heatmap”. Mediante este método
encontramos que las muestras estan divididas en dos grupos que separan las genotecas de
las lineas PS y SC3-5-1, aunque la agrupacién 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 analisis de componentes principales (PCA) en el que también observamos una
clara separacion de las muestras de PS respecto a las de SC3-5-1, pero dentro de cada linea,
especialmente en el caso de la climatérica, la separacion entre los estadios de maduraciéon es
menos clara (Figura 4.5.7). Otra forma de estudiar las diferencias de expresiéon a nivel
global entre las muestras es mediante el calculo del nimero de genes expresados, es decir,
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aquellos genes con al menos una lectura mapeada en dos de las tres réplicas biolégicas. El
namero 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 linea SC3-5-1 las que
mayor numero de genes expresan (Tabla 4.5.1). Si comparamos las cuatro muestras
encontramos que 4.936 genes se expresan en todas ellas simultineamente y que la muestra
SC3-5-1|UNRIPE es la que presenta un mayor numero de genes especificamente
expresados (686) frente a PS|RIPE con solamente 323 genes (Figura 4.5.8). Desde el punto
de vista del nimero de genes comunmente expresados, las muestras de fruto maduro e
inmaduro de la linea climatérica SC3-5-1 son las mas parecidas entre si (6.844 genes) y, en
el otro extremo, las mas distantes son las muestras PS|RIPE y PS|UNRIPE con 5.595
genes en comun.

Figura 4.5.6: Agrupacion jerarquica de las muestras tras el analisis de expresion.
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expresion con el paquete de R DESeq2 1.8.0. La escala de color (blanco-verde) indica la
fuerza de la correlacion (a mayor intensidad mayor correlacion).
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Figura 4.5.7: Diferencias en el patron de expresion de las muestras. Analisis de
componentes principales de las muestras segun los 500 genes con mayores diferencias de
expresion realizado con el paquete de R DESeq?2 1.8.0.
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Figura 4.5.8: Diagrama de Venn que contiene los genes expresados en comun 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 nimeros, situados en
todas las intersecciones posibles entre ellas, se indican los genes expresados en comun.

Tras explorar la expresiéon génica a nivel global comenzamos el andlisis de expresion
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 multiples menor de 0,05, que es el que se utiliza
habitualmente en este tipo de analisis. Como cada contraste se ha realizado de forma
independiente, el p-valor limite 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 nimero de genes
sobreexpresados (SE) o infraexpresados (IE) en cada contraste tomando como referencia la
primera muestra. Cabe destacar que, aunque para realizar los analisis estadisticos se ha
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utilizado una anotacién que incluye los nuevos transcritos descubiertos por Stringtie
durante el mapeado, a partir de este punto solamente se han tenido en cuenta los genes
anotados en la version 3.5.1 del genoma. El nimero de genes DE varfa enormemente entre
los contrastes pero de nuevo refleja que las diferencias de expresién a lo largo de la
maduracion de cada linea (151 y 51 genes, contrastes 1 y 2 respectivamente) son menores
que las diferencias entre las lineas 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 comun, que son aquellos que
tanto en PS como en SC3-5-1 estan mas expresados en el fruto inmaduro (6 genes, Figura
4.5.92) o maduro (2 genes, Figura 4.5.9b). La misma comparacioén con los contrastes 3 y 4
nos permite descubrir genes DE en una linea respecto a la otra en ambos puntos de
maduracion. De esta forma encontramos 147 genes SE (Figura 4.5.9¢) 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 expresion, los
resultados del test estadistico y su anotacion, estan recogidos en la Tabla A.4.5.1a-d del
Anexo.

Tabla 4.5.2: Analisis de expresion diferencial. Para cada contraste (1-4) se especifican
las muestras comparadas, el p-valor limite equivalente a un p-valor ajustado de 0,05 y el
namero de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE). 1>2 y 2>1 equivale a mayor
expresion de Muestra 1 que Muestra 2, y de Muestra 2 que Muestra 1, respectivamente.

Contraste Muestra 1 Muestra2  p-valor limite Genes SE (1>2) Genes IE (2>1)
1 PS| UNRIPE PS|RIPE 3,5x10° 84 67
2 SC3-5-1| UNRIPE SC3-5-1|RIPE 1,2x107° 23 28
3 SC3-5-1| RIPE PS|RIPE 5,1x107 345 273
4 SC3-5-1|UNRIPE  PS|UNRIPE 5,6x107 251 207
PS .
2) UNRIPE>RIPE b) A _
SC3-5-1 RIPE>UNRIPE S
UNRIPE>RIPE RIPE>UNRIPE

RIPE
o] D
O] SC3.5.15ps  UNRIPE d) RIPE

UNRIPE

- . PS>SC3-5-1
S( 3-5-1>PS PS>SC3-5-1
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Pagina anterior:

Figura 4.5.9: Diagramas de Venn. Representacion de los genes diferencialmente
expresados en comun 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.

Caracterizacion de genes DE en los frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1

La comparacién entre los frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1 es uno de los mas
interesantes desde un punto de vista biolégico al encontrarse activos muchos de los
procesos especificos de cada tipo de maduracion. Por tanto, decidimos profundizar en el
tercer contraste realizando una anotaciéon funcional de los genes DE y analizando cémo
podrian afectar a la maduraciéon del fruto. Para ello se estudiaron las diferencias de
expresion de algunos genes implicados en procesos como la biosintesis y sefializacion de
etileno, la regulacion génica (factores de transcripcion), el metabolismo de aztcares y pared
celular y la biosintesis de compuestos aromaticos.

Fruto de trabajos anteriores realizados por otros miembros del departamento esta
disponible una relacién de los términos GO asociados con cada gen del genoma de
referencia, por lo que la anotacion funcional de los genes DE consistié en extraer los datos
necesarios y prepararlos para su analisis. Como la cantidad de informacién contenida en un
archivo de anotacion funcional es mucha y dificil de interpretar, realizamos un resumen de
los grupos de genes SE e IE utilizando una ontologia abreviada especifica de plantas
(GOSlim-Plant) con la herramienta GOSlim. Los resultados, recogidos en la Tabla A.4.5.2
del Anexo, estan representados graficamente en la Figura 4.5.10 e indican que el resumen
de los genes SE (SC3-5-1 > PS) contiene una mayor representacion de términos GO que
los genes IE en las tres categorifas, aunque el tamafio del primer grupo es mayor que el del
segundo (345 genes SE frente a 273 IE).
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Figura 4.5.10: Abundancia de términos GO en los genes DE entre los frutos
maduros de las lineas PS y SC3-5-1. Resumen de términos GO obtenido con GOSlim
utilizando la ontologia 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 (mas expresados en SC3-5-1 que en PS) encontramos enriquecimiento
en diez términos de las tres categorias (Figura 4.5.11), mientras que en los genes IE (mas
expresados en PS que en SC3-5-1) solamente un término relacionado con las categorias de
funcién molecular y proceso bioldgico esta enriquecido (Figura 4.5.12).

external en ng structurg

p-adjusted scale:

5.00E-2 < 5.00E-7

[

@ carbuhydrlic process ren
A

imetabolic proces:

intracellular

cellular_component biological_process

molecular_function

Figura 4.5.11: Analisis de enriquecimiento de términos GO en los genes SE entre los
frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1. Resultados obtenidos con el plugin BinGO
2.44 de Cytoscape. Las relaciones jerarquicas entre los términos se representan mediante la
posicién y las conexiones por flechas, la cantidad de genes relacionados se indica mediante
el tamafio y el nivel de significaciéon del test estadistico mediante el color. Los términos
estan enriquecidos en el conjunto de genes sobreexpresados (SC3-5-1|RIPE > PS|RIPE)
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Figura 4.5.12: Analisis de enriquecimiento de términos GO en los genes IE entre los
frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1. Resultados obtenidos con el plugin BinGO
2.44 de Cytoscape. Las relaciones jerarquicas entre los términos se representan mediante la
posicion y las conexiones por flechas, la cantidad de genes relacionados se indica mediante
el tamafio y el nivel de significacion del test estadistico mediante el color. Los términos
estan enriquecidos en el conjunto de genes infraexpresados (SC3-5-1|RIPE < PS|RIPE)
respecto al genoma de referencia.

Tras la caracterizacion de los genes DE mediante anotaciéon funcional se analizé su
distribucién a lo largo de los 12 cromosomas del genoma de referencia mediante un
“Manhattan plot” (Figura 4.5.13) para averiguar si estan situados dentro de las regiones
introgresadas en los cromosomas III y VI de la linea SC3-5-1, y en la introgresion
contaminante detectada recientemente en esta misma linea en el cromosoma XI (Pereira,
sin publicar). Los resultados indican que los genes con expresion diferencial significativa
estan distribuidos por todos los cromosomas, siendo el IV el que mas concentra (53) y el
XII el que menos (12, sin contar el 0 con 8 genes). Por otro lado, el numero de genes DE
dentro de la introgresion del cromosoma III fue 34, 20 en la del VIy 5 en la del XI.
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Figura 4.5.13: Manhattan plot. Cada punto del grafico representa un gen DE, en el eje de
las abscisas las coordenadas gendmicas y en el de las ordenadas el logaritmo negativo del p-
valor ajustado obtenido en el contraste entre frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1. En
verde se destacan los genes dentro de las introgresiones de SC3-5-1 (Pereira, sin publicar) y
la linea azul sefala el limite de significacion (p-valor < 0,05). 0 corresponde al cromosoma
0 de meloén (secuencias sin asignar)

El proceso mas importante de los relacionados con la maduracion del fruto es la ruta de
biosintesis y sefializacion de etileno, que es estudiada en detalle a nivel de expresion génica
en la Figura 4.5.14. En ella se observan grandes diferencias de expresién en las primeras
etapas de la sintesis, siendo estadisticamente significativos en el caso de los genes CmS.AM?2
(sobreexpresado en PS), CmACSS (sobreexpresado en SC3-5-1) y dos ACO (CmACOT y
CmACO5) mas expresados en SC3-5-1 que en PS. De los componentes de la via de
seflalizacion encontramos significativamente mas expresados en SC3-5-1 dos receptores de
etileno (CnETRT y CmETR2), un gen CmEIN3 y tres genes de respuesta a etileno
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(CmEREBP) mientras que en PS solamente dos C#EREBP estan sobreexpresados. Las
diferencias de expresion, los resultados del test estadistico y la anotacion de los genes DE
implicados tanto en este proceso como en los siguientes esta indicada en la Tabla 4.5.3.

Cuatro familias de factores de transcripcion, MADS-box, NAC/NAM, F-box y HD-Zip,
con miembros implicados en la regulaciéon de la sintesis de etileno y otros procesos de
maduracion en tomate, fueron estudiadas en este apartado. Para ello se representaron
también en la Figura 4.5.14 las diferencias de expresion de los miembros anotados en el
genoma de melén. A pesar de que hay cambios de expresion entre las dos lineas, no se
observa ninguna tendencia clara ya que en todas las familias hay genes con diferencias de
expresion en ambos sentidos. Dentro de la familia MADS-box no encontramos diferencias
significativas, pero si en las familias NAC (4 genes SE en SC3-5-1), F-box (1 gen SE en
SC3-5-1y 4 en PS) y HD-Zip (1 en PS).

Algunos de los genes implicados en el metabolismo de azicares también mostraron
diferencias de expresion entre los dos tipos de maduracion: en la linea climatérica SC3-5-1
encontramos una fructoquinasa (CzIK) y tres 6-fosfofructoquinasas (CzPFK), implicadas
en la conversiéon de fructosa en fructosa-6-P, hasta 11 veces mas expresadas que en PS.
También mas expresadas en SC3-5-1 encontramos otras enzimas relacionadas con en la
degradaciéon de almidén (x- y B-amilasas y sacarosa-P sintasa) mientras que en PS se
sobreexpresa una almidén sintasa (CzGBSS). También encontramos tres transportadores
diferencialmente expresados (dos se expresan mas en la linea SC3-5-1 y el otro en PS) que
podrian estar implicados en la movilizacion de azucares hacia el fruto durante la
maduracion.

El reblandecimiento de la pulpa tiene lugar en ambos tipos de maduracién debido a la
accion de enzimas que degradan la pared celular, aunque en frutos climatéricos es mas
intenso. En la linea SC3-5-1 encontramos fuertemente sobreexpresados varios genes
implicados en el proceso como poligalacturonasas (CPG), pectinesterasas (CPE),
xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas (C2XTH), una xilosa isomerasa (C7XI), una
B-galactosidasa (CmG.AL), una expansina (CzEXPT) y una BETA-D-xilosidasa (CzXYL).
En la linea no climatérica PS también se sobreexpresa una C»zPG y dos celulosa sintasas
(CmCEL).

El dltimo de los procesos relacionados con la maduracion del fruto que estudiaremos en
este apartado en la produccién de compuestos aromaticos tipicos de las variedades
aromaticas de melon. Encontramos expresion diferencial en genes implicados en la
produccion de ésteres, aldehidos y alcoholes entre los que destacan transferasas de grupos
metil, acil y acetil, esterasas, acyl-CoA sintasas, una alcohol deshidrogenasa (Cz.4DH), una
metionina gamma liasa (CzMGL), una dioxigenasa de ruptura de carotenoides (CzCCD),
una lipooxigenasa (C#.OX) y una alcohol-acil transferasa (CAATT). Aunque la mayoria
de estos genes se expresan mas en SC3-5-1, dos aciltransferasas, una esterasa/lipasa y
CmLOX estan mas expresadas en PS.

Pagina siguente:

Tabla 4.5.3: Genes DE entre los frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1. Se indican
los datos de expresion diferencial junto con la anotacién y el nombre corto de los genes
relacionados con los procesos de maduracion 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 expresion de los genes implicados en la ruta del
etileno entre los frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1 y de factores de
transcripcion relacionados con su regulaciéon. Representacion 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
expresion en PS y el color verde en SC3-5-1.

Caracterizacién de genes con expresion diferencial entre las lineas PS y SC3-5-1 a lo largo
de la maduracién

Con el programa DESeq2, a través de la opcidon para realizar analisis multivariantes
conceptualmente similares a un ANOVA, se extrajeron aquellos genes DE entre las lineas
PS y SC3-5-1 a lo largo del proceso de maduracion. 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.4.5.1¢ en el Anexo). En este caso los
conceptos de SE e IE varfan respecto a los utilizados anteriormente: en un gen SE la
expresion aumenta a lo largo de la maduracién en la linea PS y disminuye en la linea
SC3-5-1, mientras que en un gen IE ocurre lo contrario: su expresiéon disminuye en PS y
aumenta en SC3-5-1 durante la maduracién. Para la caracterizacion de los genes DE
detectados en este apartado se siguieron los mismos pasos que en el anterior: primero se
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realiz6 una anotacion funcional y después se analiz6 la expresion de genes involucrados en
los principales procesos relacionados con la maduracién del fruto. El resumen de la
anotacion 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 numero similar de términos GO asociados en
las categorias de proceso biologico y funcién molecular pero que en el componente celular
existen diferencias entre ambos. Tras el analisis 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 categorias de
proceso biolégico y funcién molecular, entre las que destacan los canales de agua y la
respuesta al nivel de oxigeno (Figura 4.5.16).

Figura 4.5.15: Abundancia de términos GO en los genes DE entre las lineas PS y
SC3-5-1 a lo largo de la maduracion. Resumen de términos GO obtenido con GOSlim
utilizando la ontologia GOSlim-Plant. Los términos sobreexpresados (rojo) e
infraexpresados (azul) son en SC3-5-1|RIPE respecto a PS |RIPE.
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Los genes relacionados con los procesos de maduracion del fruto estudiados a
continuacién estan recogidos en la Tabla 4.5.4 y su expresion esta representada en la Figura
4.5.17. En el conjunto de genes DE encontramos 4 factores de transcripcion CzEREBP
implicados en la sefializacion de etileno cuya expresion incrementa en SC3-5-1 y baja en PS
a lo largo de la maduraciéon. De las familias de factores de transcripcion MADS-box,
NAC/NAM, F-box y HD-Zip ninguno de sus miembros mostraron diferencias de
expresion significativas en este analisis. Relacionados con el metabolismo de azucares
encontramos solamente un gen DE: un C#FRU cuya expresion disminuye en PS pero se
mantiene alta en SC3-5-1; y con el metabolismo de pared celular encontramos tres genes
diferencialmente expresados: dos CzXTH, un CmXI (ambos IE) y un C#PG (SE). En
cuanto a la producciéon de compuestos aromaticos, en este analisis se ha encontrado un gen
sobreexpresado (CnGLIP) y dos infraexpresados (CDCR 'y CnCCOAOMT). A raiz 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 CzPIP
y un C#TIP). Tal y como puede verse en la Figura 4.5.17, el patron de expresion de los tres
genes es distinto y sugiere que el transporte de agua en las dos lineas estudiadas se lleva a
cabo con proteinas diferentes segun el estadio de maduracion del fruto.
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4.5.3. Discusion

La secuenciaciéon masiva del transcriptoma de frutos maduros e inmaduros de las lineas PS
y SC3-5-1 y el estudio de expresion diferencial realizado en este capitulo han puesto de
manifiesto las grandes diferencias a nivel de expresién génica que hay entre la maduracion
climatérica y no climatérica en melén. Antes de comenzar con la discusion de los resultados
es necesario aclarar que aunque todo el trabajo de analisis bioinformatico ya ha sido
realizado, éste todavia necesita ser validado mediante la comprobaciéon de los niveles de
expresion 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 secuenciaciéon es muy inferior a lo
aceptable. Teniendo en cuenta la rapida evolucién de las tecnologfas de secuenciacion
masiva, los archivos de lecturas obtenidos del equipo 454-Roche estaban por debajo de los
estandares actuales tal y como se refleja en el nimero de nucleétidos 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 ez a/.
2012; Fujisawa e/ al. 2014). Aunque el numero de lecturas es bajo (casi un millén en total)
comparado con trabajos de RNA-seq actuales utilizando tecnologia 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 analisis exploratorio de la expresiéon génica que
nos permitié separar perfectamente las muestras de las lineas PS y SC3-5-1, pero no los
triplicados pertenecientes a cada punto de maduracion. Esto sugiere que la expresion en
frutos maduros e inmaduros dentro de cada linea no es muy diferente, especialmente en el
caso de SC3-5-1 (Figura 4.5.7), pero las diferencias son mas grandes entre PS y SC3-5-1 sea
cual sea el punto de maduraciéon que se compare. El bajo nimero de genes DE entre frutos
maduros e inmaduros de la misma linea (Tabla 4.5.2 contrastes 1 y 2) y el bajo numero de
genes IE y SE en comun a lo largo de la maduraciéon de cada linea (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 mas cerca de las muestras maduras en las figuras 4.5.6 y 4.5.7 indica
que los frutos supuestamente inmaduros ya habfan comenzado a expresar genes
relacionados con la maduracion. En este capitulo se decidié continuar adelante con el
analisis estadistico utilizando los triplicados, pero se podrtia valorar la posibilidad de
eliminar estas dos réplicas para maximizar el nimero de genes DE a lo largo de la
maduracion.

Expresion diferencial entre los frutos maduros de las lineas PS y SC3-5-1

Un trabajo muy similar al que aqui se presenta es el realizado por Saladié y colaboradores
(2015) y consistié6 en comparar el transcriptoma de frutos maduros de las lineas 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 expresion en los dos experimentos y que estin
relacionados con la maduracién del fruto. Utilizando los valores del log,(“fold change”)
encontramos una correlacion significativa entre ambos experimentos (corr. 0,84, p-valor =
0,0004) y solamente el gen CXTH MEIL.O3C01748 muestra diferencias de expresion en
sentidos opuestos. Este hecho sugiere que, a pesar de que SC3-5-1 tiene un fondo genético
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inodorus 'y “Nédrantais” cantalupensis, la regulacion de la expresiéon de una parte de los genes
implicados en la maduracion climatérica del fruto es muy parecida.

De todos los genes diferencialmente expresados relacionados con la biosintesis y
seflalizacion del etileno destaca CzACOT7, que es el que mayor diferencia de expresion
presenta en todo el analisis: 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, CACOT era el unico gen de la familia que mostraba sobreexpresion
durante la maduracion del fruto climatérico (Lasserre ez al. 1996; Saladie ef al. 2015), pero en
este experimento CzACO5 también se sobreexpresa en el fruto maduro de SC3-5-1.
Igualmente cabe destacar el gen CmACS5, sobreexpresado en SC3-5-1 y que, ademas de
participar en la biosintesis de etileno durante la maduracién, también esta relacionado con
la determinacion sexual de las flores de melén (Boualem ef /. 2015). Especial atencién
merecen los cuatro factores de transcripcion CzNAC mas expresados en SC3-5-1 que en
PS ya que tres de ellos (MELO3C016536, MELLO3C01632 y MELLO3C023195) también se
sobreexpresan en “Védrantais” (el cuarto CmINAC, MELLO3C019845, no estaba incluido
en la micromatriz). La expresion del gen CzINAC MEILO3C016540, identificado y validado
como responsable del QTL e¢#6.3 en los capitulos anteriores de esta tesis, no mostro
diferencias significativas, aunque la expresion en la linea SC3-5-1 fue superior a la de PS en
los dos puntos de maduraciéon. En la micromatriz de DNA, el gen MELO3C016540
mostré una expresion muy alta en las lineas PS, SC, “Védrantais” y “Dulce” durante todo
el desarrollo del fruto y la maduracién sin diferencias significativas (Saladie ez 2/ 2015). El
CmNAC MEILO3C016536 mencionado anteriormente es el que esta situado a tan solo 139
Kb del anterior y se expresa en SC3-5-1 unas 15 veces mas que en PS. Respecto al resto de
familias de factores de transcripcién, solamente hay un CwHD-zip (MELO3C0122063)
sobreexpresado en ambas lineas climatéricas respecto a PS en los dos trabajos.

El reblandecimiento de la pared celular es un proceso que en meldén esta regulado
parcialmente por etileno (Guis e/ a/ 1997) y se cree que los conjuntos de enzimas
implicadas son diferentes en frutos climatéricos y no climatéricos (Saladie ez @/ 2015). En
nuestro trabajo, la mayoria de genes DE involucrados en este proceso se expresan mas en
el fruto maduro de SC3-5-1, pero también encontramos varios genes expresados en PS
cuya regulacién podria ser independiente de etileno: un CPG (MELO3C006690) y dos
CmCEL (MELO3C023551 y MEILO3C023957). La sintesis de aztcar es un proceso
independiente de etileno pero encontramos un mayor numero de genes sobreexpresados en
SC3-5-1. El contenido de solidos solubles en los frutos maduros de esta linea y PS no
muestra diferencias significativas (Vegas ef a/. 2013) por lo que el papel de estas enzimas
durante la maduraciéon de SC3-5-1 podria no estar relacionado con la sintesis o degradacion
de azicares sino con su movilizaciéon (hay tres transportadores de aziacar DE). Finalmente,
el balance del numero de genes diferencialmente expresados en el apartado de biosintesis
de aromas esta claramente desplazado hacia la linea SC3-5-1 pero no es extrafio teniendo
en cuenta que es un proceso regulado por el etileno y que PS produce muy pocos
compuestos aromaticos (Ayub ez al. 1996; Obando-Ulloa ez /. 2008).

Como hemos visto, la distribucién de los 617 genes DE es desigual entre las introgresiones.
La introgresion en el cromosoma III contiene 34 genes DE, lo que supone un 0,027% del
total de 1.270 genes dentro de la introgresiéon. La introgresion en el cromosoma VI
contiene 20 genes DE (0,015% de 1.378 genes) y por ultimo la introgresiéon 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 segun 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 linea
SC3-5-1 sugiere que las diferencias de expresion son a nivel global y que probablemente
sean debidos a la acciéon en #uns de un factor de transcripcion situado muy arriba en la
escala de regulacion de la biosintesis de etileno y de la maduracion climatérica en general.

Expresion diferencial a lo largo de la maduracion entre las lineas PS y SC3-5-1

El contraste entre las muestras SC3-5-1|RIPE y PS|RIPE resulté muy informativo por
cuanto que fueron encontrados muchos genes DE relacionados con los principales
procesos de maduracién del fruto. Sin embargo, el analisis multivariante realizado en la
segunda parte del analisis del RNA-Seq ha destacado dos aspectos que pasaron
desapercibidos en el contraste anterior: el transporte de agua y la respuesta al nivel de
oxigeno. Durante la maduracién del fruto de la linea SC3-5-1 encontramos SE tres genes
que codifican acuaporinas, un tipo de canal de agua cuya expresion ha sido asociada con
cambios en el nivel hidrico del fruto de tomate y fresa, aunque no se conoce bien su
funciéon (Shiota ef al. 2006; Alleva et al. 2010). La respuesta al nivel de oxigeno podria estar
relacionada con el aumento de la tasa de respiracion tipico de los frutos climatéricos como
SC3-5-1 y que no ocurre en PS (Obando-Ulloa ez a/. 2008). El futuro estudio de estos dos
procesos puede complementar al resto de los anteriormente descritos, completando el
esquema de los cambios metabdlicos ocurridos durante la maduracion climatérica y no
climatérica.

Perspectivas de futuro

Actualmente se esta preparando un nuevo experimento transcriptomico del fruto en el que
se utilizaran, ademas de las lineas PS y SC3-5-1, las dos lineas que contienen alelos de SC en
homocigosis para uno de los dos QTL: GF35 (e#h3.5) y GF40 (eth6.3) en tres estadios de la
maduracion (20 DAP, 30 DAP y H). Durante los dltimos meses de esta tesis doctoral se
han recogido las muestras y se han realizado la mayoria de extracciones de RNA, que
pronto seran enviadas al CNAG (Centro Nacional de Analisis Genémico, Barcelona) para
su secuenciacion utilizando tecnologfa Illumina. Los resultados de este futuro experimento
permitirin una caracterizacion mas profunda de los cambios transcriptomicos ocurridos
durante la maduracién del fruto, qué relacion pueden tener con los cambios fenotipicos
observados entre las lineas y de qué modo el gen MEILO3C016540, responsable del
comportamiento climatérico en las lineas portadoras de es6.3, podria estar regulando el
componente climatérico de la maduracién en melon.

La posibilidad de que los resultados de este segundo RNA-seq sean mas completos que el
presente es muy alta teniendo en cuenta que la tecnologia de secuenciacién que se utilizara
ofrece una mayor profundidad de secuenciacion. Por tanto el presente trabajo tiene que
servir como un primer analisis exploratorio que gufe la interpretaciéon de los resultados
futuros, que sin duda sera mas compleja. De todas formas, los ficheros de lecturas
obtenidos en este experimento ya han sido utilizados para producir una nueva anotacion
del genoma de referencia (version 3.6) que facilitara el analisis del futuro RNA-seq.
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Los resultados presentados en esta tesis doctoral han permitido la identificacion,
caracterizacion y validacion del gen MEILLO3C076540 como el responsable del QTL e#6.3,
que induce una maduracion climatérica en los frutos de melén. De forma complementaria,
se ha realizado un estudio transcriptémico del fruto de la linea SC3-5-1 (portadora de ezh3.5
y eth6.3) y PS observandose una reprogramaciéon genética entre frutos maduros e
inmaduros de las dos lineas. En conjunto, este trabajo ha permitido profundizar en el
estudio de la regulacion de la maduracion en melén y comenzar a entender las diferencias
entre frutos climatéricos y no climatéricos de esta especie.

Identificacién y caracterizacién de MEI.O3C076540 como candidato para ezh6.3

El QTL e#h6.3, objeto de estudio de esta tesis doctoral, fue detectado junto con e#h3.5
durante la caracterizacion de la NIL SC3-5-1, obtenida a partir del cruzamiento entre los
parentales PS y SC (Eduardo ez a/. 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 clasico como
veremos mas adelante, los frutos de SC3-5-1 mostraron una maduracién claramente
climatérica que incluye, principalmente, la biosintesis de etileno, el desarrollo de una capa
de abscision, el cambio de color externo de verde a amarillo, la produccién de aromas
caracteristicos y el reblandecimiento de la pulpa (Obando-Ulloa ez a/. 2008; Vegas et al.
2013). Aunque ambos QTLs son capaces de inducir la maduraciéon climatérica por
separado, cuando los dos estan presentes se produce una intensificaciéon de la sintesis de
etileno y, consecuentemente, de los demas procesos antes mencionados. Ademas, 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 ef al. 2013; ver cap. 4.1). El
gen MEILO3C016540 identificado en el cap. 4.1 como responsable de la maduracién
climatérica inducida por e#h6.3 es un factor de transcripcion de la familia NAC, cuyos
miembros han sido relacionados con la regulaciéon de una gran variedad de procesos
biolégicos entre los que se encuentran la senescencia y la maduracion del fruto (Puranik ez
al. 2012). Dos de los principales regladores de la maduraciéon del fruto en tomate
pertenecen a esta familia: los genes S/INACH (Zhu et al. 2014) y SINAC-NOR (patente US
6.762.347 B1, Giovannoni 2004). La similitud a nivel de secuencia proteica de
MELO3C016540 con SINAC-NOR motivé su denominacién como CmNOR en anteriores
trabajos (Dahmani-Mardas ¢ a/ 2010; Saladie e a4/ 2015) que comentaremos a
continuacién. Como se puede observar en la Figura 5.1a, en la que se representa un arbol
filogenético con las proteinas de la familia NAC en meldén y otras proteinas NAC de
distintas especies y funciéon conocida (utilizadas en las figuras 4.2.1 y 4.2.6 del cap. 4.2,
respectivamente), CmNOR forma parte del mismo clado que SINAC-NOR y no parece
haber sufrido duplicaciones recientes.

En el primer trabajo se buscaron mutantes mediante TILLING en una coleccién generada
a partir de la variedad climatérica “Charentais Mono” para algunos genes involucrados en
maduracién de fruto incluyendo CzINOR. En una de las familias de mutantes identificadas
para CmINOR, portadora de la mutacion E59K, se aprecié un retraso en los dias desde la
polinizacién hasta el fruto maduro (Dahmani-Mardas et al., no publicado). En esta tesis
doctoral, las alteraciones fenotipicas observadas en frutos de dos familias mutantes en el
dominio NAC de C»NOR (familias 246 y 432 con mutaciones E59K y P129L
respectivamente) permitieron su validacién como gen responsable de e#/6.3. Por tanto, la
familia 246 (mutaciéon E59K) ha dado resultados significativos en estos dos trabajos,
aunque el método de fenotipado utilizado para la caracterizacion de los mutantes fue
distinto.
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Figura 5.1: Analisis filogenético de las proteinas CmNAC y proteinas de la familia
NAC de otras especies. a) Cladograma construido a partir del alineamiento multiple 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 sefalizado
por lineas discontinuas en el que se encuentran la proteina CmNOR (MELO3C016540P1),
SINAC-NOR vy SINAC4. Los prefijos de las secuencias indican la especie de origen: Sl: S.
leopersicum. Os: O. sativa. Gm: G. max. Ca: C. annum. St: S. tuberosum. Cs: C. sinensis. Ph: P.
bybrida. Pv: P. vulgaris. Las proteinas de Arabidopsis no tienen prefijo a excepcion de
AtNAM. Los colores indican el proceso biologico en el que estan implicadas: estrés bidtico
y abidtico (rojo), metabolismo de pared celular (verde), crecimiento y desarrollo vegetal
(azul), senescencia (violeta) y maduracion (naranja). Para mayor detalle ver cap. 4.2.

En el segundo de los trabajos antes mencionados se analizé el transcriptoma del fruto
durante la maduraciéon en variedades de meldén tanto climatéricas como no climatéricas,
detectandose una alta expresion de CmINOR durante todo el proceso de desarrollo y
maduracién del fruto pero sin observar diferencias significativas entre las lineas estudiadas:
dos tipicamente climatéricas (“Védrantais” y “Dulce”) y dos no climatéricas (PS y SC)
(Figura 5.2a) (Saladie ef a/. 2015). En esta tesis doctoral se analizo la expresion de CzNOR a
lo largo de la maduracién en las lineas SC3-5-1 y PS observandose una ligera disminucién
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 induccién de la maduracion
climatérica observada en las lineas con e#46.3 no seria debida a las diferencias de expresion
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de CmINOR sino a otras causas, como mutaciones en su secuencia codificante o en la
regulacion de su traduccion a proteina segun se comentd anteriormente (cap. 4.5.).

En el estudio del panel de 54 variedades de meldn realizado en el cap. 4.2 se detectaron 7
polimorfismos asociados con el tipo de maduracion, dos de los cuales producen cambios
no sinénimos (sustituciones A108S y S236N) que, sin embargo, podrian ser descartados
por la posicion del marcador FR14-P22 en el mapeo de e#h6.3 (Vegas et al. 2013; ver cap.
4.2). Por tanto, serfan los polimorfismos situados aguas arriba de este marcador en
CmNOR los causales de las diferencias fenotipicas, como el INDEL-126 situado en el
5-UTR, que presenta diferencias de hasta 28 bp entre PS y “Védrantais” y que podria tener
algun efecto en la traduccién de CzINOR. En general, se observo una gran conservacion de
los alelos de C#INOR dentro las variedades con maduracion climatérica (principalmente
cantalupensis) y no climatérica (principalmente znodorus) compatible con un papel central en la
regulacion del proceso. Cabe destacar la gran similitud entre el alelo de SC de CzNOR y el
de los tipos cantalupensis, con solamente 2 bp de diferencia en el INDEL-126 y una
secuencia proteica idéntica.

La regulacién de la maduracién climatérica del fruto de melén es compleja

La presencia de variedades climatéricas con el alelo zodorus de CnINOR en el panel de
variedades (ver cap. 4.2) podria parecer contradictorio, aunque puede ser explicado por la
presencia de otro gen o genes que también estén implicados en la regulacién de la
maduracion en melén y que no se ven afectados por CzNOR. Observamos un fenémeno
similar en el estudio de los mutantes TILLING que, a pesar de portar el alelo mutado de
CmNOR en homocigosis, todavia son capaces de madurar de forma climatérica. Este otro
gen o genes podrian ser los responsables de alguno de los otros QTLs y genes mayores que
han sido descritos como e#h3.5 (Moreno e al. 2008) y los detectados en la poblacién de
RILs desarrollada a partir del cruzamiento de la variedad tipicamente climatérica
“Charentais” (cantalupensis) con SC (Perin et al. 2002a). En esta poblacién fue posible
determinar que solamente dos /o (A3 y Al4) controlan la formacién de una capa de
abscision y la produccion de etileno, y otros cuatro (eh1.1, eth2.1, eth3.1'y eth11.7) el nivel de
produccion de la hormona (Perin ef al. 2002a). Es importante destacar que las posiciones de
estos seis QTLs no solapan con ezh3.5 ni eth6.3, lo que sugiere un escenario complejo en la
regulaciéon de la maduraciéon en melén. Tal y como se mencionaba anteriormente, SC ha
sido considerado clasicamente como una variedad con frutos no climatéricos (Perin e al.
2002a) aunque estudios recientes lo situarfan en algin punto intermedio entre PS y las
climatéricas “Védrantais” y “Dulce” (Vegas e/ al. 2013; Saladie ef al. 2015; ver cap. 4.1). El
hecho de que se detectaran distintos QTLs cuando se cruzé 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 serfan diferentes de las de un no climatérico tipico como PS y que estarian
probablemente relacionadas con los genes A~3 y A/4.

En general, se ha propuesto que los frutos no climatéricos podrian ser mutantes en genes
implicados en la biosintesis y sefializacion de etileno o en factores de transcripcion
analogos a RIN, NOR y CNR de tomate (Giovannoni 2004; Saladie ¢# a/. 2015). Partiendo
de esta hipdtesis, sugerimos un modelo que explicaria los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis en el contexto del conocimiento actual sobre la maduracién del fruto en
melén. Segun nuestra hipétesis, la variedad no climatérica PS (asi como todos los znodorus
incluidos en el panel de variedades del cap. 4.2) serfa portadora de un alelo mutado de
CmINOR que inhibe la maduracion climatérica del fruto. Para que la inhibicién sea total, en
PS serfa imprescindible la presencia de al menos otro gen mutado en el Jocus eth3.5. Por otro
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lado, la variedad SC (conomon), histéricamente clasificada como no climatérica, seria
portadora de un alelo funcional de estos genes, pero debido a mutaciones en otros /oci
(como minimo dos: A~L3 y A/4) sus frutos no serfan climatéricos. Al introgresar los alelos
de SC de CmINOR y eth3.5 en PS (por ejemplo la linea SC3-5-1 y sus derivadas GF35 y
GF40, ver cap. 4.1) el fruto es capaz de iniciar una maduracién de tipo climatérica con
distintos grados segin las combinaciones entre ellos. Por dltimo, las variedades tipicamente
climatéricas como “Védrantais” y la mayor parte del grupo cantalupensis portarian alelos
funcionales de, como minimo, C#zINOR, A/-3, A/4 y posiblemente ezh3.5, de forma que son
capaces de madurar de forma climatérica incluso cuando tienen el alelo znodorns de CrzINOR

(ver cap. 4.2) o cuando este gen estd mutado en su dominio NAC, como demuestran los
resultados de TILLING (ver cap. 4.5).

Interaccién entre CwINOR v eth3.5

El QTL eth3.5 esta mapeado en el cromosoma I y se han comenzado trabajos de clonaje
posicional en el laboratorio pero aun no se han obtenido resultados que permitan la
seleccion de un gen candidato (L. Pereira, comunicacién personal). Aunque en el intervalo
de 20,2 Mbp donde mapea e#3.5 no hay anotados genes implicados en la biosintesis de
etileno, si hay diversos factores de transcripcion. El intervalo contiene 1.270 genes
anotados, lo que hace imposible la seleccion de un candidato. La envergadura de los
cambios en el proceso de regulacion que es capaz de inducir este QTL, muy similares los
observados por e#6.3 (ver cap. 4.1), podria indicar la presencia de otro factor de
transcripcion de la familia NAC, de la que encontramos cinco anotados en la region de
eth3.5, o de algin otro de los implicadas en la maduracién del fruto en tomate como
MADS-box (dos genes anotados), F-box (nueve genes anotados) o HD-zip (tres genes
anotados).

Durante los tltimos afios se ha demostrado que algunos factores de transcripciéon NAC son
capaces de formar homo y heterodimeros, y que esta dimerizacion parece ser fundamental
para su capacidad de unién a DNA en algunos casos (Olsen ez a/. 2005; Jeong e al. 2009;
Nakashima e# a/. 2012; Welner ef al. 2012). Se ha sugerido que la proteina SINAC4 podria
dimerizar con SINAC-NOR y LeMADS-RIN, regulando sus actividades y, por tanto,
influenciando la expresion de genes relacionados con la biosintesis de etileno y la
maduracion del fruto en tomate (Zhu et a/. 2014). La proteinas CmNOR podrian formar
dimeros entre si o con alguno de los otros 80 miembros putativos de la familia NAC en
melén (ver cap. 4.2). De los ocho genes que codifican las nueve proteinas CmNAC
(MELO3C018242 codifica dos proteinas) situados en el mismo clado que CmNOR,
SINAC4 y SINAC-NOR en la Figura 5.1b, los genes MEL.O3C010632, MEL.O3C023195 y
MEIO3C016536 estan 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, ademas, estan situados en el mismo subclado que
SINAC4 en la Figura 5.1b, separado del de SINAC-NOR y CmNOR. Cabe destacar que
MEILO3C016536 esta situado a tan solo 139 Kb de CzINOR y que MELLO3C010632 esta
situado dentro del intervalo de e#h3.5, por lo que podtia ser un buen punto de partida para
la busqueda del gen candidato para este QTL en el futuro.
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Figura 5.2: Expresion de los genes CmNOR, MELO3C010632, MELO3C016536 y
MELO3C023195 durante la maduracion del fruto de melon. a, c, e y g) Se representa
la expresion normalizada detectada en una micromatriz de DNA. Cada linea representa una
variedad y cada punto es el promedio de triplicados biol6gicos. Datos obtenidos de Saladie
et al. (2015). b, d, fy g) Se representa el nimero de lecturas mapeadas en el RNA-Seq del
cap. 4.5. Cada linea representa una variedad y cada punto un triplicado biolégico (ver cap.
4.5). DAP: dias tras la polinizacion; H: fruto maduro. PS: “Piel de Sapo”, SC: “Songwhan
Charmi”. SC3-5-1 es una linea 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 maduracién en melén

El avance en el estudio de la maduraciéon del fruto durante los ultimos afios ha sido
considerable en tomate e incluso en otras especies de interés agronémico (Gapper ef al.
2014). Sin embargo, la mayor parte de los esfuerzos se han dirigido a la caracterizacién de
la maduracién climatérica y se sabe mucho menos sobre la no climatérica. En el caso del
meldn, las variedades mas utilizadas en los estudios de maduracion han sido las climatéricas
“Védrantais” y “Charentais” (Ezura & Owino 2008). Los estudios realizados con
variedades no climatéricas son los derivados de la ya mencionada linea SC3-5-1 que,
aunque climatérica, se originé tras el cruzamiento PS x SC (Vegas ¢/ a/. 2013): un estudio
del perfil aromatico en el que se incluyeron variedades no climatéricas (Obando-Ulloa ez a/.
2008) y el estudio transcriptéomico de los frutos de PS, SC, “Dulce” y “Védrantais” durante
la maduracién (Saladie e7 a/. 2015). Recientemente, también se ha realizado el clonaje
posicional del gen C#KEFB relacionado con la acumulacion de flavonoides pigmentados en
el exocarpo de algunas variedades /nodorus (Feder et al. 2015).

Una poblacién interesante que podria ayudar a clarificar la compleja regulaciéon de la
maduracion climatérica y no climatérica es una colecciéon de RILs, que ha sido desarrollada
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en nuestro departamento a partir del cruzamiento PS x “Védrantais”, y que seria la primera
poblacion de mapeo generada a partir de una variedad tipicamente no climatérica como PS
y una muy climatérica como “Védrantais”. Actualmente la poblacién consta de 92 lineas, se
encuentra en generacion Fy y se prevé que a finales de 2016 todas las lineas hayan sido
genotipadas mediante GBS (“Genotyping By Sequencing”) y caracterizadas
fenotipicamente para caracteres de interés agronémico para el mapeado de QTLs. Los
resultados preliminares indican una elevada segregacion de caracteres de maduraciéon como
el desarrollo de la capa de abscision, el cambio de color externo, el aroma y la biosintesis de
etileno (L. Pereira, comunicacién personal). Para este ultimo caracter se esta utilizando un
método de mediciéon 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 maduracién, conservarlo
en una urna de cristal ventilada y tomar medidas diarias de la concentracion de etileno en el
aire efluente mediante cromatografia de gases (Vegas e al. 2013). Los perfiles de
produccién de etileno preliminares muestran una gran segregacion tanto en la cantidad
maxima de etileno producido, en el tiempo que tarda el etileno en alcanzar el pico o en el
patron de sintesis a lo largo de la maduracién (L. Pereira, comunicacién personal).

La maduracion del fruto v la mejora vegetal en melén

La gran diversidad en cuanto a la intensidad de la maduraciéon nos obliga a replantear la
division dicotémica clasica de los frutos entre climatéricos y no climatéricos en funcion de
la sintesis de etileno y el aumento en la respiracion del fruto (McMurchie ez 2/ 1972), ya que
resulta insuficiente para clasificar algunas de las variedades de melén 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
clasicamente serfan clasificados como climatéricos, pero que es necesario diferenciar si
queremos llegar a comprender la compleja regulacién del proceso. Estos grados
intermedios son los que distinguen las lineas portadoras de ezh3.5 o eth6.3 de la linea
SC3-5-1 (con ambos QTLs, en el cap. 4.1) o los mutantes en CzZINOR respecto a los no
mutantes en la poblacion TILLING “CharMono” (ver cap. 4.3). La dificultad del
fenotipado de la maduraciéon ha motivado que durante esta tesis doctoral se hayan utilizado
distintos métodos dependiendo del objetivo de cada capitulo 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 caracter aunque también se han utilizado la firmeza, el color y la
concentracién de azicares en la pulpa, mediciones de etileno durante la maduracién y la
percepcion personal de los autores del ensayo (Perin ez a/. 2002a; Vegas ez al. 2013; Saladie ez
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 podtia servir como referencia para futuros trabajos.

Tanto PS como “Védrantais” representan dos de los extremos en cuanto a maduracion 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 relacion entre la maduracién, la
calidad y el valor econémico del fruto pensamos que la mejora vegetal serfa uno de los
campos mas beneficiados del estudio de los grados intermedios de maduracién. Por un
lado, las variedades no climatéricas de meldn se caracterizan por ser poco aromaticas pero
tienen una larga vida postcosecha, durante la cual el fruto apenas pierde calidad. Por otro
lado, las climatéricas como “Védrantais” son mucho mas aromaticas pero tras su
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recoleccién el fruto pierde valor mas rapidamente. Si de nuevo utilizamos el ejemplo del
tomate, el mutante 77z 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 hibridos. El mutante
nor, en cambio, no se utiliza en mejora vegetal aunque otras mutaciones independientes en
el mismo gen (S/NAC-INOR) son las responsables de variedades de larga vida postcosecha
como el tomate de colgar. En el caso del meldn, las lineas semejantes a #or, es decir, las no
climatéricas como PS, tienen un gran valor econémico y son valoradas principalmente por
el dulzor y la durabilidad del fruto. Por tanto creemos que los resultados de esta tesis
doctoral podrian ser utilizados para la obtenciéon de variedades climatéricas con una
maduracion mas lenta y, por tanto, mayor estabilidad tras la cosecha sin perder el aroma tan
valorado por el consumidor. De algin modo, las familias mutantes en CwINOR
caracterizadas en el cap. 4.3 que muestran un retraso en el viraje de color, caracter ligado a
la maduracién del fruto, podrian servir como ejemplo de su aplicacion.

En los programas de mejora de variedades climatéricas se explora la diversidad de
caracteres de maduracion en poblaciones segregantes obtenidas a partir de cruzamientos de
lineas de larga vida con lineas élite precoces. En estas poblaciones se podria secuenciar
CmNOR en aquellas lineas que mostraran un incremento significativo de vida postcosecha
para ver si guarda relacion con el alelo de este gen, de forma que pudiera ser utilizado como
marcador demostrando asi que los resultados de esta tesis son aplicables en la mejora
genética de melon.
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6. Conclusiones

Los principales resultados obtenidos durante esta tesis doctoral nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

1.

Se ha desarrollado una nueva poblacién de mapeo para el QTL e#h6.3 que ha
permitido reducir su intervalo a una regiéon de 78 Kbp entre los marcadores SEQ-3
y FR14-P22 en la region centromérica del GL VI de melon.

Se ha seleccionado el gen MEIL.O3C016540 (CmINOR), miembro de la familia de
factores de transcripcion NAC en melon, como candidato para e#h6.3 en funcion de
su homologfa con otros miembros de la misma familia implicados en la maduracion
en tomate.

Se han buscado mutantes TILLING en C»NOR en la poblacién con fondo
climatérico “CharMono” para su validacién, encontrandose nueve familias con
cambios no sinénimos.

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

Se ha estudiado la secuencia de CzINOR en un panel con 54 variedades de melon
representativo de la variabilidad existente en la especie encontrando 17
polimorfismos entre ellas. De los siete polimorfismos que muestran asociacion
significativa con el tipo de maduraciéon 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.

Se ha encontrado una alta conservacion de haplotipos de CzINOR entre variedades
con el mismo tipo de maduracién, especialmente dentro de los grupos inodorus y
cantalupensis. E1 haplotipo de la variedad SC es mas parecido al de las variedades
climatéricas (cantalupensis) que al de las no climatéricas (inodorus).

Se han desarrollado las herramientas genéticas necesarias para el silenciamiento de
CmNOR mediante RNAI en lineas portadoras de e#h6.3. De este modo se ha dado
comienzo a una nueva aproximacion para el estudio de la regulaciéon de la
maduracion del fruto mediada por este gen.

Se ha realizado un estudio transcriptomico de la maduraciéon del fruto entre las
lineas PS y SC3-5-1 encontrando una reprogramacioén genética a nivel global entre
ambos tipos de maduracion.

Se han encontrado 618 genes diferencialmente expresados entre los frutos maduros
de PS y SC3-5-1, incluyendo en genes implicados en la biosintesis y sefializacion de
etileno, reblandecimiento de la pulpa, metabolismo de aztcares y sintesis de
compuestos aromaticos. El gen CmINOR no se encuentra diferencialmente
expresado entre los frutos maduros de PS y SC3-5-1.
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8. Anexo

Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la poblacién PT-2013. Genotipado
utilizando TagMan (marcadores sefialados con *) y KASP segun se describe en el ap. 3.6.2.
A: homocigoto para SC; B: homocigoto para PS; H: heterocigoto; — genotipado fallido.
DAP: dias tras la polinizacién. El fenotipado del cambio de color distingue entre un viraje
completo de verde oscuro a amarillo (SI), de verde oscuro a verde palido (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 produccién de aromas. La
variable “fenotipo” resume los caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico,
NCL: no climatérico, ?: ambiguo.
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= ¢ $855524-583d398E2ESS593388% B3 g
£ g PTSINEEEeoagS s oo dadadaaa g5 2 3
) g‘) oI S S T T o T o T = o o < 2 < 2 o e I = I = I T T T a T ,% @ g 3 a
£ £ 2822222222422 252284222242422 ASS 0 F
RO2
RO2.1 49 - SIS CL
RO2.2 - 57 NO NO NCL
R02.3 - 59NO ? NCL
RO2.4 53 - ST SI CL
RO2.5 - 62 NO NO NCL
R02.6 - 59NO SI CL
RO2.7 - 5981() SI CL
RO2.8 - 59 NO SI CL
R02.9 - 55 NO NO NCL
R02.10 - 55 NO NO NCL
RO2.11 - 59SI() @
R02.12 - 57z0mal SI CL
R02.13 - 57SI() SI CL
RO2.14 - 59 NO NO NCL
R02.15 - 59 NO NO NCL
R02.16 - 57NO SI CL
RO2.17 S 59SI() @
RO2.18 - 59NO SI CL
R02.19 - 598I() SI CL
R02.20 - 59z0mal SI_CL
RO3
RO3.1 - 5581() SI CL
RO3.2 - 62zomal ST CL
R03.3 51 - NO SI CL
RO3.4 - 59 NO SI CL
R03.5 - 598I() SI CL
R03.6 - 75 NO NO NCL
R03.7 - 59 NOSI() CL
RO3.8 59 - SIS CL
R03.9 - 62 NO NO NCL
R03.10 - 62 NO NO NCL
RO3.11 - 59NO SI CL
RO3.12 - 59 NO SI CL
R03.13 - 52 NO NO NCL
RO3.14 - 55 NO NO NCL
RO3.15 - 62 NO NO NCL
R03.16 - 65NO SI CL
R03.17 - 57NO SI CL
RO3.18 - 59 ST ST CL
R03.19 - 59 NO NO NCL
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la poblacion
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- 62 NO NO NCL
- 67 NO NO NCL
- 55 NO NO NCL
- 60 zonal NO NCL
- 64 NO NO NCL

NO NCL
NO NCL
NO NCL

- 58 NO NO

41 - SI SI CL
NO »? ?

48 - SI SI CL
- 54 NO NO NCL
52 - SI() SI CL
50 - SI SI CL
- 64 SI SI CL
- 75 NO ? ?

55 - SI SI CL
- 56 NO NO NCL
- 75 NO NO NCL
54 - SI SI CL
57 - SI SI CL
- 75 NO NO NCL
49 - SI(- SI CL
- 58zonal SI CL
- 56zonal NO NCL
45 - SI SI CL
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la poblaciéon PT-2013 (continuacién).
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£ 2545464654545 4686548546858546584545 A8 S B &
R12
N - 61 NO NO NCL
R12.2 - 58 NO NO NCL
R123 46 - SI SI CL
R12.4 - 64 NO NO NCL
R12.5 - 64 SI SI CL
R12.6 - 58 SI SI CL
R12.7 - 56 NO NO NCL
R12.8 - 47 zonal NO NCL
R129 - 56 NO NO NCL
R12.10 - 56 NO NO NCL
RI2.11 - 54 SI SI CL
R12.13 - 61 NO NO NCL
R12.14 - 58 NO NO NCL
R12.15 - 51 NO NO NCL
R12.16 - 72 NO NO NCL
R12.17 - 56 NO NO NCL
R12.18 - 62 SI SI CL
R12.19 - 61 NO NO NCL
R12.20 - 79 NO NO NCL
R15
R15.1 53 - SI() SI CL
R15.2 - 77 NO NO NCL
R15.3 - 65 NO NO NCL
R15.4 - 64SI(-) SI CL
R15.5 57 - SI() SI CL
R15.6 -5 NO ? ?
R15.7 - 72 NO NO NCL
R15.8 - 64 NO NO NCL
R15.9 46 - SI() SI CL
R15.10 49 - SI SI CL
R15.11 - 75 NO NO NCL
R15.12 - 57 NO SI CL
R15.13 - 61 NO NO NCL
R15.14 - 55 NO NO NCL
R15.15 - 56 NO NO NCL
R15.17 53 - SI()SI(-) CL
R15.18 - 70S8I() ? @
R15.19 - 77 NO NO NCL
R15.20 60 - SI(-) SI CL
R16
R16.1 41 - SI SI CL
R16.2 - 47 SI SI CL
R16.3 -5 SI SI CL
R16.4 48 -SI(H ? ?
R16.5 55 - SI()SI () CL
R16.6 46 - SI SI CL
R16.7 - 77NO ? ?
R16.8 54 - SI SI CL
R16.9 52 - SI SI CL
R16.10 52 - SI()SI () CL
R16.11 54 - SI SI(-) CL
R16.12 52 - SI SI CL
R16.13 - 55 8I SI CL
R16.14 46 - SI SI CL
R16.15 56 - SI SI CL
R16.16 49 - ST SI CL
R16.17 42 - SI SI CL
R16.18 - 61 NO SI CL
R16.19 - - - - - - - - - - - - - - oo oo oo 47 - SI(H) SI CL
R1620 - - - - - - - - - - - - - - 61S8I() SI CL
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la poblacién PT-2013 (continuacion).
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41 - SI SI CL
- 55S8I() SI CL
44 - SI() SI CL
53 - SI SI CL
- 70 SI SI CL
43 - SI SI CL
- 64NO ? ?

49 - SI SI CL
44 - SI SI CL
56 - SI() SI CL
41 - SI SI CL
- 55zonal ? ?

S 67SI() SI CL
44 - SI SI CL
52 - SI SI CL
40 - zonal SI CL
40 - SI() SI CL
- 60 NO NO NCL
- 46 NO NO NCL
- 55 NO NO NCL
- 64 NO NO NCL
- 64 NO NO NCL
- 60 NO NO NCL
- 68 NO NO NCL
- 68 NO »? ?

- 68 NO NO NCL
- 60 NO NO NCL
- 62 NO NO NCL
- 60 NO NO NCL
- 64 NO NO NCL
- 60 NO NO NCL
- 57 NO NO NCL
- 62 NO NO NCL
- 60 NO NO NCL
- 55 NO NO NCL

S 67 SI SI CL
49 - ST SI CL
S 64NO ??
- 60 NO NO NCL
- 75 NO NO NCL
S 68 SI SI CL
- 55 NO NO NCL
-~ 62SI () NO NCL
S 61 SI SI CL
S 57 SI SI CL
- 55 NO NO NCL
S 60 SI SI CL
R2214 - - - o S 57NO ? ?
R22.15 -~ 70 SI () NO NCL
R22.16 - 62 NO NO NCL
R22.18 - 67 NO SI CL
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Tabla A.4.1.1: Genotipado y fenotipado de la poblaciéon PT-2013 (continuacién).
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R23
R23.1 - 70 NO NO NCL
R23.2 - 6481 () NO NCL
R23.3 - 7581 () NO NCL
R23.4 - 628I (-) NO NCL
R23.5 - 628I() SI CL
R23.6 - 628I (-) NO NCL
R23.7 - 72 NO NO NCL
R23.8 - 7581 (-) NO NCL
R23.10 - 70 SI SI CL
R23.11 - 70 NO »? ?
R23.12 56 - NO SI CL
R23.13 51 - SI SI CL
R23.14 46 - SI(-) SI CL
R23.15 - 77 NO NO NCL
R23.16 - 72 NO NO NCL
R23.17 - 70 ST SI CL
R23.18 - 68 NO NO NCL
R23.19 - 698I () NO NCL
R23.20 - 72 SI SI CL
R24
R24.1 - 62 NO NO NCL
R24.2 - 62 NO NO NCL
R25
R25.1 51 - SI SI CL
R25.2 45 - SI SI CL
R25.3 55 - SI() SI CL
R25.4 57 - SI SI CL
R25.5 51 - SI() SI CL
R25.6 46 - SI SI CL
R25.7 46 - SI SI CL
R25.8 45 - SI SI CL
R25.10 53 - SI() SI CL
R25.14 40 - SI SI CL
R25.15 45 - SI(- SI CL
R25.16 - 79S8I(-) *? ?
R25.17 55 - SI SI CL
R25.18 51 - SI SI CL
R25.19 49 - SI SI CL
R27
R27.2 - 61S8I(- SI CL
R27.3 - 75 NO NO NCL
R27.4 - 628I() SI CL
R27.5 - 61 NO NO NCL
R27.6 - 548I() SI CL
R27.8 - 77 NO NO NCL
R27.9 - 55 NO NO NCL
R27.10 - 62 NO NO NCL
R27.11 - 77 NO NO NCL
R27.12 - 62NO » ?
R27.13 - 60 NO NO NCL
R27.14 - 59 NO SI CL
R27.15 - 55 NO NO NCL
R27.16 42 - SI SI CL
R27.17 56 - SI() SI CL
R27.18 46 - SI SI CL
R27.19 - 72NO SI CL
R27.20 44 - SI _SI CL
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Tabla A.4.1.2: Genotipado y fenotipado de las lineas GF31, GF35, GF40, SC y PS,
utilizadas como controles de la poblacion PT-2013. Todos los marcadores son SSRs y
han sido genotipados segun se describe en el ap. 3.6.1. A: homocigoto para SC; B:
homocigoto para PS; H: heterocigoto. DAP: dias tras la polinizaciéon. El fenotipado del
cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a amarillo (SI), de
verde oscuro a verde palido (SI-) y ausencia de viraje (NO). El olor del fruto utiliza una
escala similar en la que SI- indica poca producciéon de aromas. La variable “fenotipo”
resume los caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico, NCL: no climatérico,

»: ambiguo.

GLIII GLVI
:&;‘\ -
-
= 2 . < g5 8
= ¥ 58 TE §3 7% g
2 5! T % ¥ & 2 8 3 =
g o2 5 29 2 8 5 8
s 4 [ R 7 B S 0o ] = g
A~ ~ < A A~ O 2 9o o O =
PS
PS.1 B B B B - 55 NO NO NCL
PS2 | B B B B - 55 NO NO NCL
PS3 | B B B B - 47 NO NO NCL
PS4 | B B B B - 65 NO NO NCL
PS5 | B B B B - 55 NO NO NCL
SC
SC1 /A A |A A 57 - NO ? ?
scC2 A A |A A - 46 NO NO NCL
SC3 A A |A A - 48 NO NO NCL
sC4 A A |A A - 59 NO NO NCL
SC5 A A [|A A - 59 SI ? ?
GF31*
GR312lA A [A A| 31 - s ST CL
GF314 A A A A 38 - SI SI CL
GF315 A A (A A 38 - SI() SI CL
GF35*
cr3safA A B B 45 - s1() ST CL
GF352 A A ' B B 43 - SI() SI CL
GF354 A A |B B 38 - SI() SI CL
GF355 A A |B B 51 - SI(H 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 ST CL
GF40.5/ B B A A - 65 NO SI CL
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Tabla A.4.1.3: Genotipado y fenotipado de la poblacién PT-2014. Genotipado
utilizando TagMan (marcadores sefialados con *) y KASP. A: homocigoto para SC; B:
homocigoto para PS; H: heterocigoto; — genotipado fallido. DAP: dias tras la polinizacion.
El fenotipado del cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a
amarillo (SI), de verde oscuro a verde palido (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 produccion de aromas. La variable “fenotipo” resume los
caracteres anteriores y clasifica el fruto en CL: climatérico, NCL: no climatérico; ?:

ambiguo.

Dchiscencia (DAP)
Cosecha (DAP)

SNP-64658"
SNP-423732
SNP-551712
SNP-719040

Progenie

Cambio de color

Olor

Fenotipo

§ Parental

NCL

NCL
NCL
CL
NCL
CL
CL
CL
CL
NCL
CL
NCL
NCL
NCL

CL
CL
NCL
CL
CL

CL
CL
NCL
CL
NCL
CL

- 63
- 64
- 60
- 60
- 60
- 48
- 60
- 60
- 62
- 63
- 76
- 56
- 63
- 68
- 70

NO
NO
NO
NO

NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO
NO

NCL
NCL
NCL
NCL

NCL
NCL
NCL

NCL

NCL
NCL
NCL
NCL
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Tabla A.4.1.4: Genotipado y fenotipado de las lineas GF31, GF35, GF40 y PS,
utilizadas como controles de la poblacion PT-2014. Todos los marcadores son SSRs y
han sido genotipados segun se describe en el ap. 3.6.1. A: homocigoto para SC; B:
homocigoto para PS; H: heterocigoto. DAP: dias tras la polinizaciéon. El fenotipado del
cambio de color distingue entre un viraje completo de verde oscuro a amarillo (SI), de
verde oscuro a verde palido (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.

GLIII GLVI

E -
g 4
w2 82 54 s
.« 23 IE BT T o
s g Q7 <= U S < R} Rl
g gﬁ = f‘ :‘ ?:]l\ £ 2 Tg 3 é
£ £ Jdeg 2o A8 ST &8
PS
PS1 |B B 'B B - 68 NO NO NCL
PS2 B B 'B B - 68 NO NO NCL
PS3 |B B 'B B - 63 NO NO NCL
PS4 /B B 'B B - 63 NO NO NCL
PS5 |B B |B B - 60 NO NO NCL
GF31
GF311/A A A A 37 - SI SI CL
GF31.2/A A A A 38 - SI( SI CL
GF313/A A A A 35 - SI SI CL
GPF314'A A A A 36 - SI() SI CL
GF315/A A A A 36 - SI SI CL
GF35
GF35.1/A A B B 061 - SI SI CL
GF352/A A B B 42 - SI SI CL
GF353/A A B B 41 - SI SI CL
GF355/A A B B 48 - NO SI CL
GF40
GF401'B B A A - 68 SI SI CL
GF402[B B [A A 63 - SI() SI CL
GF403'B B A A 65 - SI() SI CL
GF404'B B A A 63 - NO SI CL
GF405'B B A A 62 - NO SI CL
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Tabla A.4.1.5: Anotaciéon de transposones entre los genes MELO3C016538 y
MELO3C016540. Version 1.1 de la anotacion 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 ez a/. 2012), de
la que también ha sido obtenida la orientacién de los elementos. Los elementos
MEILO3C016538, MELLO3C016539 y MELLO3C016540 son genes. N.D.: no disponible.

a: superfamilias segin Sanseverino ef al. (2015).

Elemento Superfamilia® Posicién inicio (bp) Posicion final (bp)  Orientacion
MEIO3C016538 N.D. 22.065.649 22.065.896 -
DNA_transposon MULE 22.068.057 22.068.127 -
LTR_retrotransposon Sypsy 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 Sypsy 22.093.213 22.093.321 -
LTR_retrotransposon 2ypsy 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 -
MEILO3C016540 N.D. 22.138.397 22.140.165 +

Tabla A.4.2.1: Localizaciéon y propiedades fisicoquimicas de las proteinas NAC en
melén: tamafio, punto isoeléctrico y peso molecular. Calculos realizados con Sequence
Manipulation Suite. Los pseudocromosomas son los correspondientes a version 3.5.1 del
genoma de referencia. El pseudocromosoma 0 incluye todos aquellos “scaffolds” todavia
no anclados a ninguna regién del genoma.

Gen Proteinas 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 3791
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: Localizacién y propiedades fisicoquimicas de las proteinas NAC en
meloén: tamafo, punto isoeléctrico y peso molecular (continuacion).

Gen Proteinas 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.

DARP: dias tras la polinizacién.

Familia Individuo Genotipo Cambio de color Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscision (0-4) Infeccion
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 ST (- 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 ST 42 - 4
432.07 M SI 45 - 4
432.08 M ST 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 ST 50 - 4 ST
2923.10 W SI 46 - 4
2923.13 w ST - 75 3 ST
292317 W SI 42 - 4
2923.02 M zonal 48 - 4
2923.06 M SI 42 - 4
2923.14 M ST 40 - 4
2923.16 M SI 45 - 4
2923.19 M SI 48 - 4 SI
4933 (A248V)  4933.02 w zonal - 59 0 ST
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 ST
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
371717 W zonal - 60 1 SI
3717.08a M zonal - 57 1 SI
3717.09a M SI 45 - 4
3717.09b M ST 54 - 4
3717.15 M zonal 61 - 4 SI
3717.16 M zonal - 63 2 ST
2503 (D263N)  2503.02 W SI - 49 3
2503.03 W SI 42 - 4
2503.12 W ST - 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 ST 47 - 4
4321.09 W SI 42 - 4
4321.10 A\ SI - 50 2 SI
4321.11 W zonal - 53 3 SI
4321.02 H SI 42 - 4
4321.04 H ST 47 - 4
4321.07 H SI 47 - 4
4321.14 H SI(-) 49 - 4
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Tabla A.4.3.1: Fenotipado de las familias M2 mutantes en la temporada 2014
(continuacion).

Familia Individuo Genotipo Cambio de colotr Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscision (0-4) Infeccion

502 (P342L) 502.01 W ST 47 - 4
502.03 W SI 42 - 4
502.07 W SI(-) 41 - 4
502.02 M zonal 56 - 4
502.04a M ST - 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 AV zonal 57 - 4
503.03 H SI - 61 1 SI
Char. Mono Char.2 W NO - 68 2 SI
Char.X W ST - 49 1 ST
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: dias tras
la polinizacion.

Familia Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscision (0-4) Infeccién

246 (E59K) 246.2.1 W 36 41 - 4
246.2.2 W 39 - 63 3
246.2.5 \% 39 - 51 3
246.2.7 A\ 40 47 - 4
246.2.8 W 42 63 - 4
246.2.9 \% 39 - 67 3

246.2.10 W 38 40 - 4
246.2.12 \% 37 41 - 4
246.2.13 w 39 - 47 3
246.2.15 \% 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 \% 39 64 - 4
432.6.2 W 36 39 - 4
432.6.3 W 39 - 67 3

432.6.6x7 \% 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

(continuacion).
Familia  Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscision (0-4) Infeccion
4933 (A248V) 4933.17.1 W 39 47 B 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 ST
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 ST
4933.1.5 M 39 - 65 3 ST
4933.1.6 M 40 - 63 3 ST
4933.1.7 M 43 47 - 4
4933.1.8 M 43 - 71 3 ST
4933.1.9 M 41 - 67 2 SI
4933.1.12 M 39 - 67 3 ST
3717 (S256F)  3717.13.1 W 37 - 49 3 ST
3717.13.2 W 37 - 49 2 SI
3717.13.3 W 37 40 - 4
3717.13.5 W 37 - 49 1 ST
3717.13.7 W 34 - 63 3 ST
3717.13.8 W 37 - 49 3 ST
3717.13.9 W 37 49 - 4 SI
3717.13.10 W 32 40 - 4
3717.13.12 W 37 - 47 3 ST
3717.15.1 M 37 - 51 2 SI
3717.15.2 M 34 - 51 3 ST
3717.15.4 M 37 - 51 2 SI
3717.15.5 M 36 40 - 4
3717.15.6 M 37 - 66 2 ST
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 ST
2503 (D263N)  2503.12.1 W 39 - 67 3 ST
2503.12.2 W 35 - 76 3
2503.12.4 W 39 - 56 2 ST
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 ST
2503.12.10 W 41 - 67 3 ST
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 ST
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 ST
2503.7.12 M 39 - 58 3 ST
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
(continuacion).

Familia Individuo Genotipo Cambio de color (DAP) Dehiscencia (DAP) Cosecha (DAP) Abscision (0-4) Infeccion

502 (P342L) 502.3.1 w 39 43 - 4
502.3.2 W 39 43 - 4
502.3.3 W 39 - 60 2 ST
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 ST
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 ST
502.4.3 M 39 - 61 3 ST
502.4.4 M 43 - 47 2
502.4.5 M 39 - 56 2 ST
502.4.8 M 42 46 - 4
502.4.9 M 39 - 51 2 ST
502.4.10 M 42 - 54 2 ST
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 ST
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. Analisis de expresion diferencial. A: Relaciéon de genes DE entre
PS|UNRIPE y PS|RIPE (contraste 1). B: Relacién de genes DE entre SC3-5-1| UNRIPE
y SC3-5-1|RIPE (contraste 2). C: Relacion de genes DE entre SC3-5-1 |RIPE y PS |RIPE
(contraste 3); D: Relacion de genes DE entre SC3-5-1| UNRIPE y PS| UNRIPE (contraste
4) y E: Relacion de genes DE entre las lineas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduracion.
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de expresion diferencial (A). Relacion de genes DE entre

isis

Tabla A.4.5.1. Anal

PS|UNRIPE y PS |RIPE (contraste 1).
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6n).

, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (A
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8. Anexo

6n).

, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (A
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8. Anexo

Pa

de expresion diferencial (B). Relacion de genes DE entre

isis

Tabla A.4.5.1. Anal

SC3-5-1| UNRIPE y SC3-5-1|RIPE (contraste 2).
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8. Anexo

.z

de expresion diferencial (C). Relacion de genes DE entre

isis

Tabla A.4.5.1. Anal

SC3-5-1|RIPE y PS|RIPE (contraste 3).
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8. Anexo

on).

, continaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial. (C
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8. Anexo

diferencial (D). Relacion de genes DE entre

SC3-5-1| UNRIPE y PS|UNRIPE (contraste 4).

i6n
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8. Anexo

6n).

, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (D
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8. Anexo

on).

, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (D
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8. Anexo

on).

, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (D

HLVIV S T€09700 [dsaosdsyoxdiun) (euereys sisdopiqery) dnse[dorop ¢ upioid [pwosoqu §Og 03 Jeiwig 20-H0°S €0-H9°S LET 88090000 THIN

(HLVIV NSZONW | £319:460 | ds:rordsTr01diun) (euerey sisdopiquay) 0pgLp861y uioioid ayij-6zOIN 2aneIn g 03 refruig 2046 €0-HH'S 08°1- SSSSTOOEOTAN

MV LI DOVIN | ##p9¢d | dsnordsTrordiun) (pSund vuaavyy) snseidoropp owdzud aew 3uspuadop-q VN 03 Je[wig 2046 €0-HH'S 001~ 000€100€OTHN

(L2169 06PYIUN:06P3UN) (STunwwe snupny) 2aneind OSWO[suEN UPI0] 01 Fe[IwIg 20-H6Y CO-HP'S PS1- #P96000€OTHN

(1€1d6V 06BN 06IIuN) (ediwopm snndoq) upoid papipaiq o1 sepuig 20-98Y €0-HT'S €81~ €SEET00EOTAN

BHMO6H 06PN 06UN) (ediwopm snndod) upord paprpaid 03 weprwig 20-H8Y C0-HE'S 89°C- SL9SO0DEOTAN

(VINDND~AdIVO | 01190 | dsaosds0sdiun) (ewrxvw enqimon)) g-d1vo upiosd v o3 Fepwig 20-HLY €0-H1°S L1 862S00DEOTAN

(LVY2OVHD 71490 | dsaoxdsT10xdiun) (smoidaatou snney) g umiosd ayi-rorengor wodsuen uone)) o3 sefrwig 2049 €0-H0°S €L €LIT10DEOTAN
ugErIOUY opesnfe jorea-d jorea-d  (sueyppog)zsor udn

225



8. Anexo

.,

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (E). Relacion de genes DE entre las

.,

lineas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduracion.
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8. Anexo
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, continuaci

Tabla A.4.5.1. Analisis de expresion diferencial (E
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8. Anexo

Tabla A.4.5.2: Resumen de términos GO en los genes DE entre los frutos maduros
de las lineas PS y SC3-5-1. Se indica el numero de genes asociado con cada término GO
en los grupos de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE) separados por
categorfa. Los genes sobreexpresados e infraexpresados son en SC3-5-1|RIPE respecto a

PS |RIPE.
Categoria Cédigo GO Descripcion N°SE N°IE

Proceso Biolégico  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 nudeobase-containing compound metabolic process 42 34
GO:0006810 transport 31 35
GO:0006950 response to stress 33 11
GO:0005975 arbohydrate metabolic process 33 8
GO:0006464 cellular protein modification process 17 24
GO:0009056 ctabolic 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-embryonicdevelopment 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 cyde 5 4
GO0:0008219 cell death 6 3
GO:0007154 cell ommuniation 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 cll growth 2 2
GO:0009607 response to bioticstimulus 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
G0O:0015979 photosynthesis 1 0

Fundén Molecular  GO:0005488 binding 141 86
GO:0003824 catalytic activity 113 35
GO:0016740 transferase activity 67 38
GO:0000166 nudeotide 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-spedficDNA binding transaription factor activity 7 11
GO:0004872 receptor activity 5 9
GO:0005198 structural molecule activity 3 11
GO:0003676 nudeicadd binding 1 11
GO:0004871 signal transducer activity 4 8
G0:0003723 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 crbohydrate binding 2 0
GO:0003682 chromatin binding 0 1
GO:0004518 nudease 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 lineas PS y SC3-5-1 (continuacion).

Categoria Codigo GO Descripcion N°SE N°IE

Componente Celular GO:0005575 cellular omponent 68 51
GO:0016020 membrane 51 42
GO:0005622 intracellular 54 35
GO:0005737 qytoplasm 60 21
GO:0005623 cell 51 27
GO:0005634 nudeus 29 22
GO:0009536 plastid 28 6
GO:0005739 mitochondtion 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 endoplasmicreticalum 10 4
GO:0005840 tibosome 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 nudeolus 1 4
GO:0005654 nudeoplasm 1 2
GO:0005578 proteinaccous extracellular matrix 1 0
GO:0005764 lysosome 0 1
G0O:0009579 thylakoid 1 0

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

PS|RIPE.

Grupo Cédigo GO Descripcion

N°en grupo N°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 gtoplasm 57 2086 318E-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
G0:0000003 reproduction 8 148 8,16E-03 4,73E-02

1E GO:004871 signal transducer activity 6 81 6,55E-04 347E-02

229



8. Anexo

Tabla A.4.5.4: Resumen de términos GO en los genes DE entre las lineas PS y SC3-
5-1 a lo largo de la maduracién. Se indica el nimero de genes asociado con cada término
GO en los grupos de genes sobreexpresados (SE) e infraexpresados (IE) separados por
categorfa. En los genes sobreexpresados la expresion aumenta a lo largo de la maduracion
en la linea PS y disminuye en la linea SC3-5-1, y en los infraexpresados su expresion
disminuye en PS y aumenta en SC3-5-1 durante la maduracion.

Categoria

Codigo GO

Descripcion N°SE N°IE

Proceso Bioldgico

GO:0008150
G0O:0008152
G0:0009987
G0O:0009058
G0:0006139
GO:0006810
G0O:0005975
GO:0006950
GO:0006464
GO:0019538
GO:0006629
G0O:0009056
G0:0009628
GO:0007165
GO:0009719
GO:0006412
GO:0007154
G0O:0009605
GO:0009791
G0O:0009991
G0:0030154

biological_process 18 20
metabolic process 19 19
cellular process 15 19
biosynthetic process 10
nudeobase-containing compound metabolic process 5
transport 5
arbohydrate metabolic process 5
response to stress 0
cellular protein modification process 4
protein metabolic process 3
lipid metabolic process

atabolic process

(=}

response to abioticstimulus
signal transduction

response to endogenous stimulus
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cell ommuniaation

response to external stimulus

post-embryonicdevelopment

[e=)
O = = NN W LN W=, WU O

response to extracellular stimulus

_ O = O O O NN

S

cell differentiation

Fundén Moleaular

GO:0005488
GO:0003824
GO:0003677
GO:0005515
GO:0016740
G0O:0000166
GO:0016787
G0O:0003700
G0:0005215
GO:0016301
GO:0003674
GO:0005198
GO:0003676
GO:0004871
G0O:0004872

—_
[=}
—_
w

binding

—_
—_
—_
fe=}

atalytic activity
DNA binding
protein binding
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transferase activity
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Componente Celular

GO:0005575
G0O:0005622
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GO:0005737
G0O:0009536
GO:0005623
GO:0005739
G0O:0005829
G0O:0005840
GO:0005576
GO:0005618
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GO:0005794
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Tabla A.4.5.5: Analisis de enriquecimiento de términos GO de los genes DE entre
las lineas PS y SC3-5-1 a lo largo de la maduracion. Para el grupo de genes
infraexpresados (IE) se indica el nivel de significaciéon (p-valor y p-valor ajustado) del
analisis de enriquecimiento realizado en base al nimero de apariciones de cada término GO
en el grupo respecto al numero de apariciones en el genoma de referencia (v3.5.1). En los
genes infraexpresados la expresion disminuye en PS y aumenta en SC3-5-1 durante la
maduracion.

Grupo Codigo GO Descripcion N°en grupo N°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 sintesis, la
seflalizaciéon y la regulacion de la hormona vegetal etileno anotados en el genoma de
referencia de melén 3.5.1.

Categoria Gen Categoria Gen Categoria 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

CnACO 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

CmETRIT 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
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Tabla A.4.5.6: Genes de la ruta del etileno (continuacién).
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Categoria Gen Categoria Gen Categoria Gen
CmEREBP (cont) MELO3C022179 CmMADS-box  MELO3C019694  CnwNAC/NAM MELO3C008790
MELO3C022181 (cont.) MELO3C020871 (cont.) MELO3C022117
MELO3C022281 MELO3C021689 MELO3C022002
MELO3C022358 MELO3C021692 MELO3C021587
MELO3C022694 MELO3C022209 MELO3C025099
MELO3C022718 MELO3C022316 MELO3C005563
MELO3C022983 MELO3C022516 MELO3C005791
MELO3C022985 MELO3C024001 MELO3C012391
MELO3C023454 MEILO3C026299 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
METLO3C015667 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
METO3C026651 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



Tabla A.4.5.6: Genes de la ruta del etileno (continuacién).
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Categoria Gen Categoria Gen Categoria Gen

Cm-box MELO3C002360  CmF-box (cont.) MELO3C009863  CwF-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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