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Resumen 

 

La tasa de cuajado es un factor determinante en la producción de un cultivar. Este 

proceso, regulado en gran medida por señales hormonales, representa la primera 

etapa del desarrollo de un fruto y depende del éxito de la polinización y de la 

fecundación. A pesar de su importancia agronómica, los mecanismos moleculares 

que regulan el proceso del cuajado del fruto son aún desconocidos. La 

identificación y caracterización de mutantes afectados en la tasa de cuajado es 

una de las mejores estrategias para lograr este propósito.  

En este trabajo de investigación hemos abordado la caracterización de tres 

mutantes insercionales de tomate afectados en la tasa de cuajado de fruto. Dos 

de estos mutantes, Lower fruit setting 2084 y 2448 (Lfs2084 y Lfs2448), 

identificados en el contexto de esta Tesis Doctoral, exhiben menor tasa de 

cuajado de fruto y presentan un patrón de herencia autosómica dominante. La 

caracterización de ambas mutaciones ha permitido descubrir que están asociadas 

a un fenómeno de letalidad del gameto masculino.  

La mutación Lfs2084 promueve la degeneración de los granos de polen que 

portan el inserto, pero también afecta al desarrollo reproductivo del ovario, lo que 

reduce de forma dramática la tasa de cuajado de fruto. El análisis del contenido 

endógeno de hormonas de este mutante parece indicar una alteración de la ruta 

del 2C-metil-Deritrol 4-fosfato (MEP), responsable de la síntesis de fitohormonas, 

pigmentos fotosintéticos y moléculas de defensa. Los menores contenidos de GA1 

en Lfs2084, la giberelina activa más importante en el inicio del desarrollo del fruto 

de tomate, podrían estar asociados con una mayor actividad del enzima 

catabólico SlGA2ox2. Estos resultados, junto con los cambios en los perfiles de 

expresión de SlARF7 y TAG1, son coherentes con el fenotipo de menor tasa de 

cuajado observado en el mutante.  

La mutación Lfs2448 también promueve la degeneración de los granos de polen 

portadores del inserto, reduciendo en gran medida la cantidad de tubos polínicos 

que progresan a lo largo del estilo durante el proceso de polinización. Su 

caracterización molecular ha indicado que el fenotipo de Lfs2448 podría estar 

ocasionado por la alteración de la función de uno o dos genes que codifican 
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proteínas CYP450 y que se expresan mayoritariamente en botones florales y 

frutos de 1 cm. Los resultados sugieren que la mutación desempeña un relevante 

papel en el desarrollo reproductivo de tomate, afectando al proceso de 

polinización y al cuajado de fruto. 

Además, la caracterización del mutante Arlequín (Alq) ha revelado alteraciones en 

su programa de desarrollo vegetativo y reproductivo. Respecto al desarrollo 

vegetativo, Alq promueve un patrón de crecimiento más vigoroso que el que 

exhiben las líneas hermanas que carecen de la mutación, así como cambios en la 

configuración espacial del desarrollo radicular. Con relación al desarrollo 

reproductivo, Alq conduce a un mayor cuajado de fruto como consecuencia de 

eventos de división celular en el pericarpio del ovario previos al proceso de 

polinización. Un aspecto esencial desde un punto de vista agronómico es que la 

mayor tasa de cuajado permite que Alq mantenga la producción de fruto en 

condiciones de moderada salinidad. 
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Sumary 

 

Fruit setting rate is one of the most determining factors in the yield of a cultivar. 

This process, largely regulated by hormonal signals, is the first stage of fruit 

development and depends on the successful completion of pollination and 

fertilization. Despite their agronomic importance, the molecular mechanisms 

regulating the fruit setting process are still unknown. The identification and 

characterization of mutations affecting fruit set rate is one of the best strategies to 

achieve this purpose. 

In this research work the characterization of three tomato insertional mutants 

altered in the fruit set rate has been addressed. Two of these mutants, Lower fruit 

setting 2084 y 2448 (Lfs2084 and Lfs2448), identified in the context of this 

Doctoral Thesis, exhibit decreased fruit set rate and present an autosomal 

dominant inheritance pattern. The characterization of both mutations allowed us to 

discover that they are associated with a phenomenon of lethality of the male 

gametes carrying the T-DNA insert.  

The Lfs2084 mutation not only promotes degeneration of pollen grains bearing the 

T-DNA, but also affects the reproductive development of the ovary, dramatically 

reducing the fruit set rate. Analysis of the endogenous hormone content of this 

mutant suggests an alteration of the 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) 

pathway, responsible for the synthesis of phytohormones, photosynthetic pigments 

and plant defence molecules. The lower GA1 content in Lfs2084 mutant, the main 

active form to induce fruit development, may be associated with increased activity 

of the SlGA2ox2 catabolic enzyme. These results, together with the changes in the 

expression profiles of both SlARF7 and TAG1 genes, are consistent with the 

phenotype of lower fruit set rate.  

The Lfs2448 mutation also promotes degeneration of the pollen grains carrying the 

T-DNA, largely reducing the number of pollen tubes that progress along the style 

during the pollination process. Its molecular characterization indicated that the 

Lfs2448 mutant phenotype could be caused by the functional alteration of one or 

two genes that encode CYP450 proteins mostly expressed in floral buds and 

young fruits. Results suggest that the tagged gene plays an important role in 



XIV 

 

tomato reproductive development, affecting both normal pollination and fruit set 

process.  

Furthermore, the characterization of the Arlequín (Alq) mutant revealed alterations 

in its vegetative and reproductive developmental program. As regards vegetative 

development, Alq mutation promotes a more vigorous growth pattern, as well as 

changes in the spatial configuration of root system. Regarding reproductive 

development, Alq mutation leads to increased fruit set as a consequence of cell 

division events in the ovary pericarp prior to the pollination process. Finally, it 

should be noted that, thanks to its higher fruit set rate, the Arlequin mutant is 

capable of maintaining fruit production in moderate salinity conditions, which is of 

great importance from an agronomic point of view.  
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Resum 

La taxa de quallat és un factor determinant en la producció d`un cultivar. Aquest 

procés, regulat en gran mesura per senyals hormonals, representa la primera 

etapa del desenvolupament d´un fruit i depén de l´èxit de la polꞏlinització i de la 

fecundació. A pesar de la seua importància agronòmica, els mecanismes 

moleculars que regulen el procés de quallat són encara desconeguts. La 

identificació i caracterització de mutants afectats en la taxa de quallat és una de 

les millors estratègies per aconseguir aquest propòsit. 

En aquest treball d´investigació hem abordat la caracterització de tres mutants 

insercionals de tomaca afectats en la taxa de quallat de fruit. Dos d´aquests 

mutants, Lower fruit setting 2084 i 2448 (Lfs2084 i Lfs2448), identificats en el 

context d´aquesta Tesi Doctoral, exhibixen una menor taxa de quallat de fruit i 

presenten un patró d´herència autosòmica dominant. La caracterització d´ambdós 

mutacions ha permés descobrir que es troben associades a un fenomen de 

letalitat del gàmeta masculí.  

La mutació Lfs2084 promou la degeneració dels grans de polꞏlen que porten 

l´insert, però també afecta el desenvolupament reproductiu de l´ovari, la qual cosa 

reduïx de forma dramàtica la taxa de quallat de fruit. L´anàlꞏlisi del contingut 

endogen d´hormones d´aquest mutant pareix indicar una alteració de la ruta 2C-

metil-Deritrol 4-fosfato (MEP), responsable de la síntesi de fitohormones, 

pigments fotosintètics i molècules de defensa. Els menors continguts de GA1 en 

Lfs2084, la gibberelꞏlina activa més important a l’inici del desenvolupament del 

fruit de tomaca, podrien estar associats amb una major activitat de l´enzim 

catabòlic SlGA2ox2. Aquests resultats, juntament amb els canvis en els perfils 

d´expressió de SlARF7 i TAG1, són coherents amb el fenotip de menor taxa de 

quallat observat en el mutant.  

La mutació Lfs2448 també promou la degeneració dels grans de polꞏlen portadors 

de l´insert, reduint en gran mesura la quantitat de tubs polꞏlínics que progressen al 

llarg de l´estil durant el procés de polꞏlinització. La seua caracterització molecular 

ha indicat que el fenotip de Lfs2448 podria estar ocasionat per una alteració de la 

funció d´un o dos gens que codifiquen proteïnes CYP450 i que s’expressen 

majoritàriament en botons florals i fruits d´un centímetre. Els resultats suggerixen 
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que la  mutació té una funció important en el desenvolupament reproductiu de la 

tomaca, afectant el procés normal de polꞏlinització i el quallat de fruit.  

A més, la caracterització del mutant Arlequín (Alq) ha revelat alteracions en el seu 

programa de desenvolupament vegetatiu i reproductiu. Pel que fa al 

desenvolupament vegetatiu, Alq promou un patró d´expressió més vigorós que el 

que exhibixen les línies germanes que no porten la mutació, així com canvis en la 

configuració espacial del desenvolupament radicular. Quant al desenvolupament 

reproductiu, Alq conduïx a un major quallat de fruit com a conseqüència d´events 

de divisió celꞏlulars en el pericarp de l´ovari previs al procés de polꞏlinització. Un 

aspecte essencial des d´un punt de vista agronòmic és que la major taxa de 

quallat pemet que Alq mantinga la producció de fruit en condicions de moderada 

salinitat. 

 



 

 

 

1. Introducción 

 

 

1.1. El desarrollo reproductivo en tomate: floración 

1.1.1. Transición a la floración 

La reiteración y ampliación del patrón corporal básico establecido durante la 

embriogénesis tiene su origen en unas estructuras especiales denominadas 

meristemos, que están formadas por células indiferenciadas que se dividen de 

manera organizada (Evans y Barton, 1997). Al inicio de la embriogénesis se 

establecen los dos meristemos principales que van a generar el eje apical-basal 

de la planta: el meristemo apical del tallo (SAM, del inglés Shoot Apical Meristem), 

que dará lugar a la parte aérea de la planta, y el meristemo apical de la raíz 

(RAM, del inglés Root Apical Meristem), que originará las raíces. A lo largo del 

desarrollo de la parte aérea de la planta, el SAM experimentará dos programas de 

desarrollo, el vegetativo y el reproductivo. En la fase de desarrollo vegetativo, el 

SAM diferencia en posiciones laterales órganos vegetativos, como es el caso de 

los primordios de hoja (figura 1A). Durante la fase reproductiva, tras la inducción 

floral, el SAM se transformará en meristemo de inflorescencia dando lugar a la 

formación de otros meristemos de inflorescencia secundarios, y éstos a su vez a 

meristemos florales (figura 1B). En los flancos de los meristemos florales se inicia 

la formación de los primordios de órganos florales, que tras sucesivos ciclos de 

división y expansión celular, darán lugar a las flores. 
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Figura 1. A) Meristemo apical de tallo y B) meristemos florales en diferentes 
estadios de desarrollo. Imágenes de microscopía electrónica de barrido. 

En tomate, la transición floral tiene lugar de forma autónoma, es decir, 

independientemente de factores externos. Se considera que el tomate es una 

planta de día neutro, ya que el tiempo de floración, medido como el número de 

hojas desarrolladas hasta la primera inflorescencia, no se ve afectado por el 

fotoperiodo (Kinet y Peet, 1997). A diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis 

thaliana y Antirrhinum majus donde el hábito de crecimiento es monopodial, el 

tomate exhibe un hábito de crecimiento simpodial. En las especies que exhiben 

una arquitectura monopodial, el SAM es indeterminado y los órganos vegetativos 

y reproductivos se generan en sus flancos. Sin embargo, el SAM de tomate es 

determinado y el desarrollo del primer brote se completa cuando aparece la 

primera inflorescencia. Los genes FALSIFLORA (FA), ortólogo del gen LEAFY 

(LFY) de Arabidopsis, y SINGLE FLOWER TRUSS (SFT), similar al integrador 

floral FLOWERING LOCUS T (FT) de Arabidopsis, actúan como promotores clave 

de la floración en tomate (Molinero-Rosales et al, 1999; Lifschitz et al, 2006; 

Lifschitz y Eshed, 2006; Shalit et al, 2009). Otro de los genes que participan en la 

identidad del meristemo floral es ANANTHA (AN), un gen F-box ortólogo al gen de 

identidad floral de Arabidopsis UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO). El gen SFT, 

además de ser clave en la transición floral, también está implicado en el 

mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia (Molinero-Rosales 

et al, 2004). JOINTLESS (J), que pertenece al mismo grupo que los genes 

SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) y AGAMOUS LIKE 24 (AGL24) de 

Arabidopsis, y MACROCALYX (MC), perteneciente al grupo APETALA1 (AP1) / 

FRUITFULL (FUL), son dos genes MADS-box que también están implicados en el 

mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia (Philouze 1978; 
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Szymkowiak y Irish, 1999; 2006; Vrebalov et al, 2002; Yuste-Lisbona et al, 2016). 

Del mismo modo, los genes UNIFLORA (UF) y BLIND (BL) desempeñan 

funciones principales en el mantenimiento de la identidad del meristemo de 

inflorescencia (Dielen et al, 1998; Schmitz et al, 2002; Dielen et al, 2004; Quinet et 

al, 2006; Quinet et al, 2011). Por otro lado, la formación de los meristemos florales 

depende de que se mantenga la indeterminación de los meristemos de 

inflorescencia. En esta función participa el gen COMPOUND INFLORESCENCE 

(S), que codifica un factor de transcripción homologo a WUSCHEL-HOMEOBOX9 

(WOX9/STIMPY).  

1.1.2. Especificación de la identidad de los órganos florales 

La flor es el resultado de tres acontecimientos fisiológicos. El primero es la 

transición a la floración, vinculando la conversión del meristemo vegetativo apical 

en un meristemo de inflorescencia. En el segundo tiene lugar la emergencia del 

meristemo floral a partir del meristemo de inflorescencia, dando lugar a la primera 

flor. En el tercer acontecimiento se establece la arquitectura de los distintos 

órganos de la flor a partir del meristemo floral.  

Una vez que se ha determinado el meristemo floral, el desarrollo de la flor 

requiere de la diferenciación de regiones meristemáticas que poseen una 

identidad distinta: son los primordios de órganos florales. En tomate, los cuatro 

tipos de primordios de órganos florales se disponen en cuatro verticilos 

concéntricos que se inician alrededor de los flancos de los meristemos florales. En 

primer lugar aparecen los primordios de sépalos seguidos por los primordios de 

pétalos y estambres, y finalmente surgen los primordios de carpelos. En el estado 

maduro, el primer verticilo de la flor de tomate está compuesto por 5-6 sépalos, el 

segundo tiene un número similar de pétalos, en el tercer verticilo hay 6 estambres 

que forman un cono alrededor del estilo y el cuarto verticilo lo compone un 

número variable de carpelos fusionados.  

Los cuatro verticilos florales se desarrollan como resultado de funciones 

genéticas solapantes que especifican la identidad de los órganos florales de 

acuerdo al modelo combinatorio ABC(DE) (figura 2; revisado por Causier et al, 

2010). Según este modelo, en Arabidopsis la expresión de la función A en el 

primer verticilo da lugar a los sépalos, la expresión de las funciones A y B en el 

segundo verticilo da lugar a los pétalos, la expresión de las funciones B y C en el 

tercer verticilo da lugar a los estambres, y la expresión de la función C en el 

cuarto verticilo da lugar a los carpelos (Weigel y Meyerowitz, 1994). El 
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descubrimiento de dos nuevas clases de genes obligó a extender este modelo 

(Gutierrez-Cortines and Davies, 2000). Los genes de función D son esenciales 

para la identidad del óvulo (Colombo et al, 1995) y los de tipo E establecen el 

contexto floral en el que los genes A, B y C actúan (Pelaz et al, 2000; Honma y 

Goto 2001; Ditta et al, 2004). 

 
Figura 2. El modelo del cuarteto floral y determinación de la identidad de los órganos florales a 
través de genes de función ABCDE. La parte superior de la figura representa una versión del 
modelo del cuarteto floral, que ilustra la especificación de los cinco órganos florales (sépalos, 
pétalos, estambres, carpelos y óvulos) mediante la formación de tetrámeros específicos de 
factores de transcripción (los colores indican a qué clase pertenece cada factor). La parte inferior 
de la figura ilustra el modelo genético ABCDE. Los genes de clase A se expresan en los 
primordios del 1er y 2º verticilo de la flor, los genes de clase B en el 2º y 3er verticilo, los genes de 
clase C en los verticilos 3 y 4, los genes de clase D en partes del 4º verticilo (primordios de óvulo), 
y los genes de clase E se expresan en los cuatro verticilos. Los genes de clase A y E especifican 
sépalos en el 1er verticilo, los genes de clase A, B y E especifican pétalos en el 2º verticilo, los 
genes de clase B, C y E especifican estambres en el 3er verticilo, los genes de clase C y E 
especifican carpelos en el 4º verticilo y la clase C, D y E controla el desarrollo de los óvulos en el 
cuarto verticilo de la flor (adaptado de Theiβen et al, 2016). 

En Arabidopsis, el denominado modelo ABC (Coen y Meyerowitz, 1991; 

Meyerowitz et al, 1991) asume que mutaciones que afecten a genes de la clase A, 

B o C promueven cambios homeóticos en los órganos florales de dos verticilos 

consecutivos. Más recientemente se ha descrito que los genes de clase A y C se 

regulan negativamente, por lo que la función de C se expresa en la flor cuando la 

función A se encuentra mutada, y viceversa (Bowman et al, 2012; Wellmer et al, 

2014). La mayoría de los genes ABC forman parte de la familia de factores de 

transcripción MADS-box, altamente conservados entre especies. Las proteínas 
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MADS se unen al DNA en forma de complejos multiméricos (figura 2), controlando 

de esa forma el desarrollo de los órganos florales (Robles y Pelaz, 2005). 

En tomate, el aislamiento de genes homeóticos y la caracterización de 

mutantes alterados en la identidad de los órganos florales han permitido conocer 

algunos de los determinantes implicados en el control genético del desarrollo floral 

de esta especie. MC es un gen de clase A y la pérdida de su función promueve, 

además de alteraciones en el meristemo de inflorescencia, la conversión 

homeótica de sépalos en estructuras tipo hojas sin que la identidad de los pétalos 

se vea alterada (Vrebalov et al, 2002; Yuste-Lisbona et al, 2016). La función B 

está controlada por dos parálogos del gen APETALA3 (TAP3 y TM6) junto con 

otros dos del gen PISTILLATA (TPI y SlGLO) (Pnueli et al, 1991; Kramer et al, 

1998; Busi et al, 2003; de Martino et al, 2006; Leseberg et al, 2008; Geuten y 

Irish, 2010; Quinet et al, 2014). Por lo que respecta a la clase C, TOMATO 

AGAMOUS 1 (TAG1) determina la identidad de estambres y carpelos (Pnueli et 

al, 1994a). Entre los genes de clase E se encuentran TOMATO MADS BOX 

GENE 5 (TM5) (Pnueli et al, 1994a) y TM29 (Ampomah-Dwamena et al, 2002), 

mientras que el gen TOMATO AGAMOUS LIKE 11 (TAGL11) determina la función 

D (Busi et al, 2003). 

1.1.3. Desarrollo de las anteras y del gametofito masculino 

1.1.3.1. Componentes genéticos relacionados con el desarrollo de las anteras 

En tomate se han identificado mutantes afectados en la función B que 

exhiben transformaciones parciales o completas en el tercer verticilo floral (Nash 

et al, 1985; Sawhney, 1992). Por ejemplo, los mutantes alélicos stamenless (sl) y 

corollaless (cl) desarrollan sépalos en vez de pétalos en el segundo verticilo y 

carpelos en vez de estambres en el tercer verticilo (Gómez et al, 1999). SL (syn. 

TAP3), un gen de clase B, es el ortólogo de DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum y 

APETALA3 (AP3) de Arabidopsis, ambos implicados en el desarrollo de pétalos y 

estambres. Este gen se clonó a partir del mutante tap3 de la colección de líneas 

de inserción con el sistema Ac/Ds obtenida por el grupo de Avraham Levy 

(Meissner et al, 2000). TAP3 codifica un factor de transcripción de la familia 

MADS-box requerido para la especificación de la identidad de pétalos y 

estambres (de Martino et al, 2006). En tomate, a diferencia de lo que ocurre en 

Arabidopsis, existen dos linajes parálogos de clase B: euAP3 y TM6. Los genes 

TAP3 y TM6 poseen funciones diferentes, aunque parcialmente redundantes, que 

pueden ser adscritas a sus dominios de expresión (de Martino et al, 2006). En 
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este sentido, se ha comprobado que la pérdida de función de TAP3 da lugar a 

transformaciones homeóticas en pétalos y estambres, mientras que la anulación 

de función de TM6 conduce principalmente a cambios homeóticos en estambres. 

Según de Martino et al (2006), la función ancestral del linaje AP3 estaba 

relacionada con la especificación de la identidad de los estambres, pero una 

duplicación y diversificación de este linaje condujo a la adquisición de funciones 

relacionadas con la especificación de la identidad de pétalos. 

Hasta la fecha no se han descrito mutantes de tipo C en tomate, es decir, 

mutantes con cambios homeóticos en los órganos reproductivos. Sin embargo, la 

clonación del gen AGAMOUS1 de tomate (TAG1), un ortólogo del gen AGAMOUS 

(AG) de Arabidopsis, y su análisis de función mediante sobre-expresión y 

silenciamiento ha permitido corroborar el papel que desempeña este gen en la 

especificación de la identidad de los estambres y carpelos (Pnueli et al, 1994a; 

Giménez et al, 2016). 

Los genes anteriormente descritos parecen estar implicados en las rutas de 

regulación de citoquininas y giberelinas (GAs). El papel fundamental de estas 

fitohormonas en el establecimiento de órganos florales masculinos ha sido 

demostrado en numerosas especies, llegándose incluso a observar la formación 

de flores masculinas en especies dioicas como el cáñamo (Cannabis sativa), 

espinaca (Spinacia oleracea) o pepino (Cucumis sativus) tras la aplicación 

exógena de giberelinas (Mitchell y Wittwer, 1962; Pike y Peterson, 1969; 

MohanRam y Jaiswal, 1962). En el mutante de tomate stamenless-2 (sl-2), los 

niveles endógenos de de citoquininas y GAs son menores que en el WT 

(Sawhney, 1974; Sawhney y Shukla, 1994). También se ha comprobado que los 

mutantes de tomate deficientes en giberelinas gib-1 y gib-2 son incapaces de 

desarrollar conos estaminales normales y, por tanto, son androestériles. Sin 

embargo, su fertilidad puede ser restaurada mediante aplicación exógena de 

giberelinas (Nester y Zeevaart, 1988; Jacobsen y Olszewski, 1991). Desde el 

momento en el que se ha sabido que estos reguladores de crecimiento 

intervienen en el desarrollo de los órganos florales se ha podido estudiar mediante 

ingeniería genética el papel que desempeñan de manera específica en ciertos 

tejidos. Por ejemplo, la transferencia a maíz, Arabidopsis y tabaco de genes que 

bloquean la síntesis de citoquininas (CKX1, en maíz) y giberelinas (gai, en 

Arabidopsis y tabaco) condujo al aborto de las anteras y del polen (Huang et al, 

2003).  
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Además de las citoquininas y giberelinas; las auxinas, el ácido jasmónico y el 

etileno también intervienen en el desarrollo de las anteras. Según Spena et al 

(1992), un aumento de la concentración de auxinas en anteras en las primeras 

etapas de su formación promueve un descenso de la actividad de las giberelinas 

alterando su desarrollo. También se ha comprobado que en el mutante de tomate 

androestéril sl-2, reversible mediante aplicación exógena de giberelinas, la 

reducción de ácido indolacético como consecuencia de bajas temperaturas 

restaura la fertilidad de anteras sin la necesidad de que se apliquen giberelinas 

(Singh y Sawney, 1991). Así pues, se asume que la actividad de las giberelinas 

en el desarrollo de anteras está modulada por auxinas y citoquininas. 

Adicionalmente, se ha reportado que el ácido jasmónico y el etileno están 

implicados en la maduración del polen, la dehiscencia de la antera y la antesis de 

la flor (Sanders et al, 2000; Ishiguro et al, 2001; Rieu et al, 2003). 

Los mutantes sl, tap3 o sl-2 son androestériles porque adolecen de 

anomalías en la estructura de la antera. La androesterilidad de este tipo de 

mutantes es estructural, es decir, las anteras son aberrantes y el polen no es 

funcional. En definitiva, los genes alterados en estos mutantes desempeñan una 

función principal en el desarrollo de la antera. Sin embargo, se han descrito otros 

mutantes que desarrollan anteras aparentemente normales, pero que no tienen 

polen o que el polen no es funcional. Este tipo de mutantes presenta, por tanto, 

una androesterilidad de tipo esporógena. 

1.1.3.2. Componentes genéticos relacionados con el desarrollo del polen 

La formación de los granos polen en los lóculos de las anteras tiene lugar a 

través de dos fases: la microsporogénesis y la microgametogénesis. Durante la 

microsporogénesis, el tejido esporógeno diploide de las células madres de polen 

(PMC, del inglés Pollen Mother Cells) o microsporocitos forma, a través de la 

meiosis, tétradas de microsporas que se encuentran encerradas en una espesa 

pared de calosa. En una etapa posterior se produce la reabsorción de la calosa, lo 

que permite que las microsporas se liberen gracias a un complejo enzimático 

(calasa) que es secretado por el tapetum o tapete, la capa celular más interna del 

esporofito que bordea los lóculos de las anteras (Scott et al, 2004). En la fase de 

microgametogénesis, la microspora experimenta un crecimiento celular notable 

(figura 4) debido a la síntesis de las paredes celulares (exina e intina), la génesis 

de la vacuola y eventos de fusión (Owen y Makaroff, 1995; Yamamoto et al, 

2003). En paralelo, el núcleo migra hacia la pared celular y la microspora 
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polarizada experimenta una primera mitosis haploide (PMI, del inglés Pollen 

Mitosis I) altamente asimétrica que da lugar a un grano de polen binucleado que 

contiene dos células: la vegetativa y la generativa o espermática (figura 3).  

 
Figura 3. Eventos citológicos relacionados con la especificación de las 
células germinales masculinas a partir del estadio de tétrada en Arabidopsis 
(adaptado de Berger y Twell, 2011).  

La primera mitosis haploide es un evento de referencia en el desarrollo del 

polen toda vez que da lugar a dos células con estructuras y destinos diferentes. 

La célula vegetativa acumula reservas (carbohidratos y/o lípidos) necesarias para 

la germinación del tubo polínico (Pacini, 1996). Por su parte, la célula generativa 

experimenta una segunda mitosis (PMII) formando dos núcleos espermáticos que 

fecundarán a la oósfera y a los dos núcleos polares de la célula central del saco 

embrionario durante la doble fertilización de las angiospermas. En Arabidopsis y 

maíz, el grano maduro de polen es trinucleado, ya que la segunda mitosis ocurre 

antes de que tenga lugar la liberación de los granos de polen (figura 3). Sin 

embargo, en tomate se produce después de la formación del tubo polínico, es 

decir, el grano maduro de polen es binucleado (Ma et al, 2005). Durante la 

maduración del grano de polen se produce su deshidratación progresiva 

confiriéndole una ligera reducción de volumen (Firon et al, 2012). 

Como se comentaba en el párrafo anterior, el tapetum desempeña un papel 

clave durante la formación del grano de polen (Parish y Li, 2010). En efecto, este 

tejido esporofítico, que degenera a lo largo del proceso, participa en la nutrición 

de las microsporas (Shivanna y Johri, 1985; Chapman, 1987; Pacini, 1990). 

Asimismo, secreta enzimas (calasa) que conducen a la liberación de las 

microsporas y participa en la formación de los precursores de la exina, como la 
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esporopolenina (Echlin, 1971; Pacini et al, 1985). Por tanto, cualquier alteración 

que se produce en el tapetum afecta al desarrollo del polen. Recientemente se ha 

demostrado que el gen de tomate SLCER6, ortólogo del gen de Arabidopsis 

CER6 (ECERIFERUM6), es esencial para regular la degradación del tapetum 

(Smirnova et al, 2013). La ausencia de actividad de este gen afecta a la fertilidad 

masculina tanto en Arabidopsis como en tomate, aunque el mecanismo a través 

del cual opera parece ser diferente. En Arabidopsis, CER6 interviene en la 

síntesis de lípidos de la pared del polen, y parece que de estos lípidos depende la 

correcta hidratación del grano de polen. Sin embargo, en tomate la hidratación de 

los granos de polen no depende de los lípidos de la pared. Por otra parte, la 

correcta formación de la exina del grano de polen de tomate es fundamental para 

su funcionalidad y supervivencia. LeGRP92 codifica una proteína rica en glicina 

(GRP, por glycine-rich protein) que se produce específicamente en el tapetum y 

que se acumula en el grano polen desde el estadio de microsporocito hasta el de 

la dehiscencia de las anteras (McNeil y Smith, 2010). La ausencia de 

funcionalidad de LeGRP92 conduce a anomalías en la formación de la exina y a 

una reducción tanto de la viabilidad de los granos de polen como de su 

germinación. Se sabe que los genes SAMDC están implicados en la síntesis de 

poliaminas e intervienen tanto en la inducción y diferenciación floral como en la 

regulación de la fertilidad. Sinha y Rajam (2013) señalaron que tres genes tipo S-

adenosyl metionina decarboxylasa (SAMDC1, SAMDC2 y SAMDC3) desempeñan 

un papel importante en el tapetum al observar que el silenciamiento específico de 

los tres genes en este tejido afectaba a la fertilidad del polen. McNeil y Smith 

(2005) comprobaron que el gen 5B-CRP, que codifica una proteína rica en 

cisteína, se acumulaba en el tapetum desde la pre-meiosis hasta la liberación de 

las tétradas. Según los autores, su función podría estar relacionada con la 

regulación de la actividad del proteasoma en el lóculo de la antera. Además se ha 

reportado que la función del gen LIN7, que codifica una invertasa, está 

relacionada con el suministro de carbohidratos para la nutrición del polen y se 

expresa de forma específica en el tapetum y en grano maduro de polen bajo el 

control de giberelinas (Proels et al, 2006). 

Además del tapetum, otras capas celulares de la antera son igualmente 

importantes para el proceso reproductivo. Por ejemplo, ciertos mutantes 

desarrollan anteras con polen funcional; sin embargo, se consideran 

androestériles debido a que no se produce la apertura de los sacos polínicos y, 

por ende, la polinización. A este tipo de mutantes se les denomina mutantes con 
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androesterilidad funcional. Es el caso de los mutantes positional sterile (ps) 

(Larson y Paur, 1948) y positional sterile-2 (ps2) (Tronickova, 1962), ambos con 

anteras indehiscentes debido a una alteración en el estomio. El mutante ps exhibe 

fusión de pétalos y un fenotipo parecido al del mutante slcer6, aunque todavía no 

se ha realizado el ensayo de alelismo para determinar si los alelos mutantes 

pertenecen al mismo gen o a genes distintos (Leide et al, 2011). Por lo que 

respecta al mutante ps-2, se sabe que la mutación afecta a un gen implicado en la 

síntesis de poligalacturonasa (Gorguet et al, 2009). Senatore et al (2009) 

identificaron, secuenciaron y caracterizaron el gen SlCysEP, que codifica una 

cisteínasa con cola KDEL. Según los autores, el gen está implicado en la 

dehiscencia de las anteras y se acumula en los tejidos esporofíticos rodeando los 

lóculos de las anteras. 

Otro tipo de mutaciones son las que generan esterilidad gametofítica. Estas 

afectan a genes que intervienen después de la meiosis, en la fase haploide del 

desarrollo del polen. En Arabidopsis se han empleado diversas estrategias de 

escrutinio para seleccionar mutantes alterados en el desarrollo del gametofito. En 

esta especie se han identificado en torno a 50 mutaciones gametofíticas, así 

como 37 genes que afectan el desarrollo post-meiótico del gametofito masculino 

(Twell, 2010). En tomate se conocen pocos genes que desempeñen un papel 

clave en el desarrollo post-meiótico. En efecto, la mayor parte de las mutaciones 

de tomate descritas alteran la funcionalidad del polen en etapas previas. Por 

ejemplo, el polen del mutante de tomate androestéril 7B-1 colapsa antes de la 

meiosis de los microsporocitos (Sheoran et al, 2009), y pmcd1 (pre-meiotic 

cytokinesis defect 1) forma gametos diploides debido a una endomitosis ectópica 

en los microsporocitos antes de que se produzca la meiosis (De Storme y Geelen, 

2013). Con todo, se han estudiado algunos genes que podrían desempeñar 

alguna función importante en las etapas post-meióticas del desarrollo del polen. 

Así, el gen de tomate LeProT1, un homólogo de un transportador de prolina en 

Arabidopsis, se expresa de manera específica tanto en el grano de polen maduro 

como durante su germinación. Se ha sugerido que LeProT1 facilita la integración 

de la prolina y de los solutos compatibles necesarios para el desarrollo y 

desecación del polen (Schwacke et al, 1999). Sin embargo, recientemente se ha 

comprobado que la mutación prot1-1 no altera la viabilidad del polen en 

Arabidopsis, lo que puede ser debido a que otro gen de la misma familia 

complemente funcionalmente la ausencia de función de ProT1 (Biancucci et al, 

2015). También se sabe que la actividad del gen LAT32, que codifica una proteína 
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glicosilada resistente al calor, es necesaria para la hidratación del polen y/o su 

germinación (Muschietti et al, 1994). David-Schwartz et al (2013) observaron que 

los genes fructokinase 4 (SlFRK4), relacionados con el metabolismo de los 

azúcares, y LIN7, que codifica una invertasa, se co-expresan en polen maduro y 

durante la germinación. Los autores sugieren que esta expresión conjunta regula 

el mecanismo a través del cual se administran los carbohidratos al gametofito 

masculino durante los últimos estadios de su desarrollo. El único mutante 

gametofítico en tomate en el que se conoce el gen alterado es legwd::Ds 

(Nashilevitz et al, 2009). En este mutante, la inserción de un transposón en el gen 

SlGWD, que codifica una enzima implicada en la fosforilación del almidón, 

promueve letalidad gamética masculina como consecuencia de una elevada 

acumulación de almidón y niveles reducidos de azúcares en los granos maduros 

de polen. 

1.1.4. Desarrollo de los ovarios y del gametofito femenino 

El desarrollo de una flor como una estructura verticilada y determinada 

implica que la determinación del meristemo floral podría ocurrir desde el momento 

en el que se ha adquirido la identidad del carpelo. En Arabidopsis, este proceso 

está regulado por WUSCHEL (WUS) y SHOOTMERISTEMLESS (STM) operando 

en diferentes dominios meristemáticos (Lozano et al, 2009). El cese de la 

actividad en el meristemo floral depende de un proceso de retro-alimentación en 

el que están presentes los genes WUS, LFY y AG, de forma que los dos primeros 

activan la expresión de AG, pero cuando se ha completado el desarrollo de los 

órganos florales, AG reprime indirectamente la actividad de WUS a través 

KNUCKLES (KNU), un represor transcripcional C2H2 zinc finger (Lohmann et al, 

2001; Sun et al, 2014). Mientras que WUS se expresa tanto en el SAM como en el 

meristemo floral, LFY es específico del meristemo floral. Por otro lado, la vía de 

señalización WUS / CLAVATA (CLV) mantiene la homeostasis del nicho de 

células indiferenciadas en el meristemo floral (Schoof et al, 2000). Tanto en 

Arabidopsis como en tomate, mutaciones en los genes CLV promueven el 

aumento del tamaño del meristemo floral mediante la expansión de los dominios 

de expresión de WUS, dando lugar a flores con mayor número de órganos (Xu et 

al, 2015). 

En petunia, la formación de complejos multiméricos entre factores de 

transcripción MADS-box de las clases C, D y E podría ser responsable de la 

represión de TERMINATOR, el gen homólogo a WUS en esta especie (Ferrario et 
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al, 2006). Por lo que respecta a tomate, la anulación de función de TAG1 

promueve la indeterminación de la flor y sustitución de los carpelos por 

estructuras florales ectópicas. Tales cambios homeóticos confirman el papel que 

desempeña TAG1 en la determinación del meristemo floral (Pnueli et al, 1994a). 

Sin embargo, no se ha descrito interacción entre los genes TAG1 y SlWUS. El 

cese de la actividad del meristemo floral, actuando como un represor de SlWUS, 

está regulado por el gen INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY (IMA), que 

codifica una proteína MIF (mini zinc finger). Además, IMA participa en la iniciación 

del primordio de óvulo activando la expresión de genes de clase D (Sicard et al, 

2008). Por tanto, IMA inhibe la proliferación celular durante la determinación del 

meristemo floral, controla el número de carpelos durante el desarrollo floral y 

actúa como un represor de SlWUS, el gen organizador del meristemo en tomate. 

Recientemente, la caracterización del mutante excessive number of floral organ 

(eno) permitió identificar un nuevo factor de transcripción cuya alteración 

incrementa significativamente el tamaño del meristemo floral, dando lugar a frutos 

de mayor calibre y con mayor contenido en carne (Fernandez-Lozano et al, 2015). 

Según los autores, ENO garantiza que la determinación floral se produzca de 

forma coordinada en espacio y tiempo para asegurar la correcta formación de los 

carpelos. 

En Arabidopsis, la especificación de la identidad del carpelo requiere de la 

actividad de genes de función C (i.e. AG) y E (i.e. SEP) (ver figura 2). No 

obstante, se ha demostrado que se pueden desarrollar órganos carpeloides en 

ausencia de actividad de AG, lo que sugiere que deben de existir rutas 

adicionales independientes de AG que pueden especificar el desarrollo del 

carpelo (Pinyopich et al, 2003). SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2 y SEEDSTICK 

(STK) son los genes que parece que actúan en estas rutas. De hecho, AG actúa 

de forma redundante con los genes SHP promoviendo el desarrollo del carpelo. 

Por otra parte, AG, SHP y STK desempeñan papeles redundantes en la 

especificación de la identidad del óvulo (Liljegren et al, 2000; Favaro et al, 2003; 

Pinyopich et al, 2003). Aunque no se han demostrado interacciones proteína-

proteína entre los genes AG, SHP y STK, los tres interactúan con SEP3, lo que 

sugiere que las proteínas SEP median en la formación de un complejo proteico 

implicado en especificar la identidad de óvulo y carpelo (Favaro et al, 2003). 

Mediante la sobre-expresión y anulación de función de los genes MADS-box 

FBP7 y FBP11, dos ortólogos de STK en petunia, se han confirmado sus 
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funciones específicas en óvulos y sus interacciones con las proteínas tipo 

SEPALLATA FBP2, FBP5 y FBP9 (Angenent et al, 1995; Ferrario et al, 2003). 

En tomate, algunos homólogos de los genes mencionados en el párrafo 

anterior están implicados en el desarrollo de los óvulos y los carpelos. En efecto, 

los genes tipo SEPALLATA TM5 y TM29 (TAGL2) regulan la identidad de los 

órganos florales y el desarrollo del fruto (Pnueli et al, 1994b; Ampomah-Dwamena 

et al, 2002). La ausencia de función de estos genes SEP da lugar a alteraciones 

homeóticas en los tres verticilos internos parecidas a las que se producen en 

plantas transgénicas de petunia que no expresan los genes FBP2 y FBP5. Tras la 

fertilización, la expresión de TM29 queda confinada al ovario, especialmente en 

semillas en desarrollo y haces vasculares, lo que relaciona el proceso de post-

fertilización con la formación del fruto. 

TAG1, el ortólogo de AG en tomate, se requiere para el adecuado desarrollo 

de los carpelos en el cuarto verticilo floral (Pnueli et al, 1994a). Se han aislado 

otros genes MADS-box tipo AG que se expresan a lo largo del desarrollo del fruto 

de tomate. Es el caso de ARLEQUÍN (ALQ / TAGL1) y TAGL11, cuyas secuencias 

de nucleótidos comparten una elevada similitud con SHP1 (AGL1) y STK (AGL11) 

respectivamente (Busi et al, 2003; Giménez et al, 2010). Los patrones de 

expresión de ALQ y TAGL11 son muy similares, y sus transcritos se detectan 

primordialmente en los integumentos interiores del óvulo y las paredes del 

carpelo. El silenciamiento de ALQ no altera la funcionalidad de los óvulos 

(Giménez et al, 2010; 2015), lo que sugiere que TAGL11 podría asumir la función 

de ALQ en este órgano. Experimentos llevados a cabo en levadura han revelado 

la formación de dímeros entre ALQ y TAGL11. Por tanto, es posible que en el 

desarrollo del óvulo, la menor actividad de uno de los genes sea compensada por 

el otro. De hecho, en un trabajo reciente se ha reportado que los fenotipos de 

sobre-expresión de TAGL11 (Sl-AGL11) en tomate son similares a los promovidos 

por la sobre-expresión de ALQ, y que el silenciamiento de Sl-AGL11 sólo parece 

tener un leve efecto sobre el tamaño de la semilla (Huang et al, 2017). 

Los genes tipo GAMYB, pertenecientes a la familia de factores de 

transcripción MYB R2R3, están regulados por giberelinas y por la familia de micro 

RNAs 159 en diferentes tejidos y especies (Gubler et al, 1995; Tsuji et al, 2006; 

Alonso-Peral et al, 2010). Desempeñan una importante función en diversos 

procesos del desarrollo, lo que incluye el desarrollo de la antera y la transición 

floral (Alonso-Peral et al, 2010; Aya et al, 2011; Li et al, 2013). Da Silva et al 
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(2013) demostraron que los genes SlGAMYB1 y SlGAMYB2 son claves para el 

desarrollo del óvulo. Recientemente se ha identificado un mutante de tomate, al 

que se le denominó hydra, que es completamente estéril al no desarrollar ningún 

tipo de gametofitos (Rojas-Gracia et al, 2016). La caracterización funcional de 

HYDRA, que codifica un factor de transcripción tipo DOF (DNA-binding One Zinc 

Finger), que es ortólogo de SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ) de 

Arabidopsis, indicó que el gen desempeña un papel fundamental en el desarrollo 

de los gametofitos masculino y femenino. 

1.2. El desarrollo reproductivo en tomate: fructificación 

1.2.1. El proceso de la polinización y fertilización 

La reproducción sexual conlleva la unión de dos células diferenciadas 

conocidas como gametofitos con una dotación cromosómica haploide. Las plantas 

con flor tienen dos tipos de gametofitos: el gametofito masculino (polen) que se 

origina en los estambres y el femenino (óvulo) que lo hace en el ovario. 

Previamente, las microsporas o células madre deben sufrir meiosis para producir 

tétradas de microsporas en la antera, o cuatro megasporas en el óvulo. Como se 

indicaba en el apartado 1.1.3, las microsporas liberadas de la tétrada sufren una 

mitosis asimétrica para formar el polen bicelular o tricelular en función de la 

especie (ver figura 3). En el interior del óvulo solo sobrevive una megaspora, 

denominada megaspora funcional, que experimenta tres divisiones mitóticas, 

dando lugar a 8 núcleos, cuatro en cada extremo del saco embrionario (figura 4). 

Dos de estos núcleos migran hacia el centro para dar lugar a la célula central. 

Posteriormente se produce la diferenciación celular para que se desarrolle un 

saco embrionario con siete células: tres antípodas (1n) al final de la chalaza, una 

célula central con dos núcleos polares (2n), dos sinérgidas (1n) y una ovocélula 

(1n) al final del micrópilo (figura 4). Durante el proceso de la polinización, el grano 

de polen alcanza el estigma de la flor y germina desarrollando el tubo polínico, 

que crece a través del estilo dirigiéndose a los óvulos (figura 5). En este 

momento, en especies con grano de polen bicelular (e.g. tomate), la célula 

generativa del grano de polen se divide en dos células espermáticas, mientras 

que en especies con polen tricelular (i.e. Arabidopsis), la división de la célula 

generativa se produce antes de la emisión del tubo polínico. En cualquiera de los 

dos casos, las células espermáticas viajan a lo largo del tubo polínico hasta 

alcanzar el gameto femenino. Cuando el extremo del tubo polínico llega al 

micrópilo del saco embrionario, el tubo crece hacía el interior del saco embrionario 
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a través de una de las sinérgidas que flanquean la ovocélula, descargando allí su 

contenido.  

 
Figura 4. Eventos citológicos relacionados con la especificación de las células 
germinales femeninas en Arabidopsis (adaptado de Berger y Twell, 2011).  

Uno de los núcleos espermáticos (n) se fusiona con la ovocélula (n) 

produciendo el cigoto (2n) que desarrollará la siguiente generación esporofítica. El 

segundo núcleo espermático o gameto masculino (n) se fusiona con los dos 

núcleos polares (n) de la célula central del saco embrionario produciendo el tejido 

nutritivo triploide (3n), denominado endospermo, que actúa como tejido de reserva 

para el crecimiento y desarrollo del embrión (Dumas y Rogowsky 2008, Sabelli y 

Larkins 2009). A este proceso se le denomina doble fertilización, aunque la 

verdadera fertilización es la unión de la ovocélula con una de las células 

espermáticas. La fertilización provoca que los integumentos del óvulo formen una 

cubierta, normalmente de consistencia dura y resistente, que se convertirá en la 

testa de la semilla. 
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Figura 5. Ilustración del proceso de polinización y fecundación en plantas 
superiores. (La imagen ha sido liberada al dominio público por su autor. Ver en 
https://es.wikipedia.org/wiki/Tubo_pol%C3%ADnico#/media/File:Angiosperm_life_cycle_dia
gram-es.svg). 

1.2.2. Fases del desarrollo del fruto 

Tras el establecimiento de la arquitectura de la flor y la formación de los 

gametos, el desarrollo del fruto depende del éxito de la polinización y la 

fecundación (Gillaspi et al, 1993). La fertilización del óvulo permite que el ovario 

reanude su crecimiento y experimente diversos cambios metabólicos para dar 

lugar a un fruto. El fruto es, por tanto, la consecuencia de la transformación de un 

ovario, es decir, el septo se desarrolla a partir de la fusión de dos paredes 

adyacentes de carpelos (Lemaire-Chamley et al, 2005), la pared del ovario se 

convierte en pericarpio de fruto y los óvulos fertilizados por el polen dan lugar a 
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semillas, cuya testa deriva del tegumento que rodea inicialmente el óvulo (Smith, 

1935; Gillaspy et al, 1993; Chamarro, 1995; Ohad et al, 1996) (figura 6). 

 

Figura 6. Secciones transversales de un ovario (A) y un fruto (B) de tomate. 
Escala de barras: 0,5 mm (A) y 1 cm (B). 

Según Srivastava y Handa (2005), el desarrollo del fruto de tomate se divide 

en cuatro fases que incluyen las etapas de pre-polinización, polinización, 

fertilización y cuajado, post-cuajado o desarrollo temprano, maduración y 

senescencia. En la fase I ocurre el desarrollo floral, la polinización, la fertilización 

(o fecundación) y el cuajado del fruto. Este último está relacionado con la decisión 

de seguir con el desarrollo del ovario (en fruto), o abortar en caso de que no se 

produzca la fecundación. A lo largo de la fase I, el primordio reproductivo se 

diferencia en un carpelo completamente desarrollado. Se trata de un periodo 

mitóticamente activo que termina temporalmente cuando la flor alcanza el estadio 

de antesis (figura 7). 

Tras la fertilización, en la fase II se desencadenan nuevas divisiones 

celulares que tienen una duración de 7 a 14 días (Mapelli et al, 1978). A lo largo 

de esta fase se establecen muchas de las células propias del fruto en un contexto 

en el que el crecimiento es lento, no llegando a representar más del 10% del peso 

final que alcanzará el fruto (figura 7). 

La fase III viene definida por un cambio progresivo de división celular a 

expansión celular. En función del genotipo, la expansión celular dura de 6 a 7 

semanas hasta que el fruto alcanza el estadio verde maduro, momento en el que 

el tamaño es definitivo (Figura 7). Conviene indicar que el tamaño final del fruto es 

dependiente del número de células que se alcanza en la fase II (Ho, 1996), 

aunque también depende del número de células del ovario antes de la 

fertilización, del número de fertilizaciones exitosas que ocurran en el ovario y de la 
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capacidad de expansión celular (Bohner y Bangerth, 1988). Esta fase va 

acompañada de un proceso de endorreduplicación, es decir, de una multiplicación 

del genoma sin mitosis que provoca un aumento de hasta 8 veces el contenido de 

ADN por célula al final del desarrollo del fruto (Bergervo et al, 1996). 

 
Figura 7. Cuajado y desarrollo del fruto de tomate. Se ilustra con una foto 
representativa cada una de las 4 fases del desarrollo del fruto: fase I (A), fase II 
(B), fase III (C) y fase IV (D).  

En la fase IV acontecen procesos de maduración y senescencia. Al inicio de 

esta fase la semilla se encuentra completamente desarrollada, y el fruto pierde la 

función de protección pasando a ser un agente de dispersión. Por otro lado, 

durante esta fase se producen profundos cambios metabólicos. En el caso del 

tomate, al tratarse de un fruto de tipo carnoso, se producen numerosos cambios 

fisiológicos que afectan a las características visuales (i.e. color), textura, sabor y 

aroma, haciendo que el fruto sea más atractivo para el consumidor final (Bartley e 

Ishida, 2003). Por lo que respecta al color, al inicio de la fase IV el fruto se 

encuentra en el estadio pintón, momento en el que se aprecia que el fruto ya no 

es completamente verde, sino que empiezan a aparecer tonalidades rojizas. A 

continuación, el fruto exhibe un tono anaranjado y finalmente adquiere el típico 

color rojo cadmio (figura 7). 

Los estudios efectuados hasta la fecha indican que la mayor parte de los 

genes implicados en el desarrollo y maduración de fruto codifican una amplia 

gama de productos génicos, entre los que destacan factores de transcripción de la 

familia MADS-box (Irish, 2003; Jack, 2004). Estos factores de transcripción son 

capaces de interaccionar con otros reguladores así como con señales endógenas 

(e.g. hormonas) y exógenas (factores ambientales), de forma que el proceso 

reproductivo tiene lugar de manera coordinada en el espacio y en el tiempo. 
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1.2.3. Componentes genéticos y hormonales relacionados con la transición 

de ovario a fruto 

El cuajado representa la transición desde el ovario a un fruto en desarrollo 

con capacidad para convertirse en un órgano maduro que garantiza la protección 

y dispersión de la semilla. Como se comentaba en el párrafo anterior, el cuajado 

del fruto depende del éxito de la polinización y la fecundación (Gillaspi et al, 

1993). Según Fuentes y Vivian-Smith (2009), la fecundación promueve el 

desarrollo de la semilla, anula la represión de la división celular y desencadena la 

transición de ovario a fruto de manera sincronizada. En ausencia de polinización y 

fecundación, el crecimiento del ovario se detiene, la flor experimenta procesos de 

senescencia y finalmente se desprende de la planta (Medina, 2010), lo que tiene 

sentido desde un punto de vista adaptativo toda vez que la función biológica del 

fruto gira en torno a la formación y dispersión de la semilla. Por tanto, el fruto no 

tiene a priori razón de ser sin la formación de semillas. Con todo, aunque los 

ovarios de tomate no son capaces de desarrollarse en ausencia de polinización y 

fecundación, en algunas variedades se desarrollan frutos sin que ocurran estos 

eventos a través de un proceso denominado partenocarpia (Ho y Hewitt, 1986). 

De esta forma, se desarrollan frutos que carecen de semilla.  

El cuajado de fruto se atribuye tradicionalmente a la acción de tres 

fitohormonas: auxinas, giberelinas (GAs) y citoquininas (Mariotti et al, 2011). En 

frutos normales, los niveles de estas hormonas aumentan tanto en el fruto como 

en la semilla (Nitsch, 1950; Blumenfeld y Gazit, 1970; Varga y Bruinsma, 1976; 

García-Martínez et al, 1991; Yang et al, 2002; Devoghalaere et al, 2012). Se ha 

propuesto como hipótesis que la semilla se comunica a través de estas hormonas 

con los tejidos que la envuelven para promover el crecimiento del fruto (Ozga et 

al, 2002). En el proceso de la partenocarpia, los mecanismos fisiológicos que 

desencadenan el crecimiento del fruto no son totalmente conocidos. Sin embargo, 

se sabe que un desequilibrio hormonal en los niveles de auxinas, GAs y 

citoquininas puede conducir a la partenocarpia (Gorguet et al, 2005). Por ejemplo, 

tratamientos artificiales de flores de tomate con auxinas o GAs exógenas 

promueven el desarrollo de frutos partenocárpicos. Aunque ambas hormonas son 

capaces de desencadenar el desarrollo partenocárpico del fruto, parece que 

actúan por rutas distintas activando mecanismos celulares diferentes. Así, los 

frutos inducidos por auxinas tienen más células en comparación con los frutos 

inducidos por GAs, cuyas células son de mayor calibre (Bungerkibler y Bangerth, 
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1983). Aun así, los resultados de diversas investigaciones indican que ambas 

hormonan deben interactuar de manera coordinada para regular el cuajado del 

fruto (Serrani et al, 2008; Vriezen et al, 2008; Dorcey et al, 2009). Por ejemplo, se 

ha observado que la aplicación de inhibidores de GAs tiene un efecto negativo 

sobre el desarrollo partenocárpico de frutos de tomate tras un tratamiento con 

auxinas, lo que indica que la partenocarpia inducida por auxinas depende, al 

menos en parte, de la activación del metabolismo de GAs (Serrani et al, 2008). 

Además, se ha comprobado que la polinización induce la acumulación de 

transcritos de la ruta de señalización de auxinas, pero esto no ocurre en frutos 

partenocápicos de tomate tratados con giberelinas (Vriezen et al, 2008), lo que 

sugiere que las GAs deben actuar corriente abajo de la señalización de auxinas 

durante los primeros estadios del desarrollo del fruto (de Jong et al, 2009). En 

este contexto, la caracterización de mutantes partenocárpicos está siendo una 

herramienta muy útil para avanzar en el conocimiento de las bases moleculares y 

genéticas que promueven el cuajado del fruto (de Jong et al, 2009a; Carrera et al, 

2012; Ruan et al, 2012). 

1.2.3.1. Papel de las auxinas en el cuajado del fruto 

Aunque se sabe desde hace tiempo que las auxinas desencadenan el 

cuajado del fruto activando la división celular en el pericarpio (Bungerkibler y 

Bangerth, 1983; Talon et al, 1990; de Jong et al, 2011), aún no está claramente 

establecido el sitio de acción de las auxinas en el ovario. Pattinson y Catala 

(2012) analizaron el flujo de auxinas a lo largo del desarrollo del ovario. 

Observaron que 6 días antes de la antesis de la flor, las auxinas se acumulaban 

en los haces vasculares del ovario y en el polo del micrópilo del saco embrionario, 

2 días antes de la antesis se distribuían en los tegumentos del óvulo, y en el 

estadio de antesis se localizaban en las superficies interna y externa del ovario. 

Los resultados sugieren que las auxinas actúan en tejidos específicos del ovario 

en función del estadio de desarrollo floral. 

En los últimos años se ha avanzado considerablemente en el conocimiento 

de los mecanismos moleculares relacionados con la señalización de auxinas. Los 

genes IAA, miembros de la familia génica de reguladores transcripcionales 

Aux/IAA, actúan como represores transcripcionales de la ruta de señalización de 

auxinas (Reed, 2001; Wang et al, 2005). Otros componentes importantes de la 

ruta de señalización de auxinas son los factores de respuesta a auxinas (ARF, del 

inglés Auxin Response Factor), que controlan de manera específica las 
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respuestas biológicas dependientes de auxinas y promueven el inicio del 

desarrollo del fruto. Antes de la polinización (en ausencia de auxinas), las 

proteínas Aux/IAA se unen a factores ARF, de forma que el heterodímero ARF-

Aux/IAA reprime la transcripción de genes de respuesta a auxinas (Guilfoyle y 

Hagen, 2007). Tras la polinización o un tratamiento con auxinas, las proteínas 

Aux/IAA son degradadas por el proteosoma 26S y las proteínas ARF quedan 

liberadas del efecto represivo de las Aux/IAA, permitiendo la activación de genes 

de respuesta a auxinas (figura 8). Los modelos actuales sugieren que la auxina 

promueve ubiquitinación de las proteínas Aux/IAA a través del complejo SCF 

(Skp1/Cullin/F-box). Wang et al (2005) comprobaron que la reducción de 

transcritos de IAA9 genera fenotipos pleiotrópicos caracterizados por el desarrollo 

de hojas simples en vez de compuestas o cuajado de fruto en estadios previos a 

la antesis. Estos fenotipos junto con ensayos de respuesta a aplicaciones de 

auxina permitieron determinar que la ausencia de expresión de IAA9 conduce a 

hipersensibilidad a auxinas, sugiriendo que IAA9 actúa como un represor 

transcripcional de la señalización de auxinas. 

 
Figura 8. Mecanismo molecular de represión/activación de genes de respuesta a 
auxinas (adaptado de Pandolfini et al, 2007). En pre-antesis, las proteínas Aux/IAA 
forman heterodímeros con los factores de respuesta a auxinas ARF reprimiendo la 
transcripción de genes de respuesta a auxinas y, por ende, el crecimiento del ovario. 
La fecundación de los óvulos conduce a un incremento de la concentración de 
auxinas. Estas auxinas se unen a las proteínas Aux/IAA e interaccionan con el 
complejo SCF, lo que promueve la ubiquitinación de las proteínas Aux/IAA para su 
degradación por el proteosoma 26S. De esta forma, las proteínas ARF quedan libres 
de la represión y activan la expresión de genes de respuesta a axinas. 
Ub= ubiquitina. 
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Uno de los miembros de la familia génica ARF en tomate, SlARF7, el 

ortólogo de ARF7 de Arabidopsis, actúa como un regulador negativo del cuajado 

de fruto (de Jong et al, 2009, 2011). En efecto, los niveles de mensajero de 

SlARF7 son elevados en tejido de placenta de flores maduras pero disminuyen 

rápidamente tras la polinización. Además, el descenso de los niveles de 

mensajero de SlARF7 mediante interferencia de RNA conduce al desarrollo de 

frutos partenocárpicos en las plantas transgénicas. Los frutos partenocárpicos de 

estas plantas transgénicas exhiben características típicas relacionadas con 

elevados niveles de auxinas y giberelinas, lo que indica que este gen podría estar 

implicado en la interacción entre estas dos hormonas (de Jones et al, 2009). Los 

resultados obtenidos por de Jong et al (2011) corroboran esta hipótesis e indican 

que SlARF7 controla las respuestas a auxinas y giberelinas durante el inicio y 

desarrollo del fruto de tomate. 

En Arabidopsis, ARF8/FRUIT WITHOUT FERTILIZATION (FWF) exhibe el 

mismo patrón de expresión que SlARF7 (Goetz et al, 2006). Se ha observado que 

el alelo mutado fwf desencadena la formación de silicuas partenocárpicas (Vivian-

Smith et al, 2001). Estas similitudes sugieren que SlARF7 es el homólogo 

funcional de AtARF8/FWF. Goetz et al (2007) comprobaron que la transferencia 

del alelo fwf a plantas WT inducía la formación de silicuas partenocárpicas, 

incluso aunque los niveles de AtARF8 no se vieran reducidos. Los resultados 

indicarían que las formas aberrantes de AtARF8 podrían competir con proteínas 

endógenas de AtARF8 en la formación de complejos de proteína. También se ha 

comprobado que la introducción del alelo fwf en tomate conduce al cuajado de 

frutos partenocárpicos, indicando que no sólo SlARF7 sino también el homólogo 

de AtARF8/FWF en tomate, el gen SlARF8, desempeñarían un papel en el 

cuajado del fruto de tomate (Goetz et al, 2007). Acorde con esta hipótesis, 

Gorguet et al (2008) identificaron SlARF8 como un QTL asociado a la 

partenocarpia. Sin embargo, Serrani et al (2008) observaron que el nivel de 

expresión de SlARF8, en lugar de estar inhibido o reducido, era mayor tras un 

tratamiento con auxinas, sugiriendo que la función de este gen en el cuajado del 

fruto de tomate debe de ser diferente a la de SlARF7 o AtARF8. En consecuencia 

lo que podría ocurrir es que la introducción del alelo fwf, es decir, de formas 

aberrantes de AtARF8, interfiriera no con SlARF8 sino con SlARF7 en la 

formación de complejos de proteína, lo que explicaría el desarrollo de frutos 

partenocárpicos en las plantas transgénicas. 
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Sobre la base de los resultados expuestos en el párrafo anterior, se han 

sugerido dos modelos para tratar de explicar las funciones de SlARF7 y AtARF8. 

El primer modelo está basado en los descubrimientos de Goetz et al (2007) 

quienes sugirieron que ARF8 forma un complejo junto con proteínas Aux/IAA, 

posiblemente IAA9, que reprime la transcripción de genes de respuesta a auxina. 

Alternativamente, el complejo inhibitorio podría actuar indirectamente previniendo 

la unión de ARF8 al promotor de genes de respuesta a auxinas. Tras la 

polinización y fertilización, la auxina desencadenaría la degradación de las 

proteínas Aux/IAA y, de esta forma, ARF8 junto con otros activadores estimularía 

la expresión de genes de respuesta temprana a auxinas iniciando el crecimiento 

del fruto (figura 9). 

 
Figura 9. Modelo aceptado como vía de regulación de los genes de respuesta a auxina 
por medio de proteínas ARFs y Aux/IAA. Antes de la polinización, la actividad de ARF8 
se encuentra inhibida en un complejo proteico con Aux/IAA reprimiendo tanto la actividad 
de genes de respuesta a auxina como el crecimiento del fruto. Tras la polinización, el 
nivel de auxina incrementa produciéndose rápidamente la degradación de las proteínas 
Aux/IAA a través de la ruta ubiquitina/proteosoma 26S. Esta degradación dejaría libre a 
ARF8 que activaría la transcripción de genes de respuesta a auxina y, como 
consecuencia, el crecimiento del fruto (de Jong et al, 2009). 

El segundo modelo sugiere que SlARF7 actuaría como un activador 

transcripcional de genes que atenuarían la respuesta a auxinas en ovarios no 

polinizados, lo que reprimiría las rutas de señalización de auxinas y giberelinas 

que son necesarias para el inicio del crecimiento del fruto. La reducción del nivel 

de transcrito de SlARF7 tras la polinización, a través de proteínas Aux/IAA (i.e. 

IAA9), inhibiría la expresión de los genes represores de la respuesta a auxinas 

promoviendo el inicio del crecimiento del fruto (figura 10). 

Ovario no polinizado

Ovario polinizado

Aux/IAA

ARF8

Genes de respuesta a auxina

Crecimiento
de fruto

ARF8
Genes de respuesta a auxina

Aux/IAA

SCFTIR

O

OH

N
H



24  Introducción 
 

 

 
Figura 10. Modelo que propone que ARF7 activaría la expresión de genes que reprimen 
la respuesta a auxinas y, por tanto, el cuajado de fruto. Tras la polinización, los niveles 
de transcrito de ARF7 disminuirían y la actividad de las proteínas ARF7, aún presentes, 
podría ser inhibida por proteínas Aux/IAA inducidas por auxinas, como por ejemplo IAA9 
(de Jong et al, 2009). 

En Arabidopsis, la familia de proteínas de unión a auxinas F-box (ABF por 

auxin-binding f-box protein) y TIR1 (transport inhibitor response protein 1) tienen 

funciones duales, como receptores de auxinas y como subunidades F-box del 

complejo ubiquitina-ligasa (E3) que reconocen proteínas Aux/IAA y las localizan 

para su degradación a través de la ruta del proteosoma 26S (Mockaitis y Estelle, 

2008). El supuesto ortólogo de TIR1 en tomate (SlTIR1) también está involucrado 

en la ruta de señalización de auxinas. Así, las plantas que sobre-expresan SlTIR1 

desarrollan hojas con un menor grado de complejidad y frutos partenocárpicos, lo 

que sugiere que SlTIR1 podría ser un regulador positivo de la señalización de 

auxinas (Ren et al, 2011). La identificación de genes asociados a la señalización 

de auxinas ha permitido clarificar el mecanismo a través del cual se induce 

partenocarpia en el fruto de tomate. Por ejemplo, en el caso de SlIAA9, 

comentado anteriormente, antes de la polinización y en ausencia de inducción por 

auxinas, la proteína IAA9 se une a una proteína ARF formando un complejo 

heterodimérico que inhibe la ruta de señalización de auxinas corriente abajo. Tras 

la polinización, el receptor SlTIR1 percibe un aumento de auxinas en el ovario y el 

complejo ubiquitina-ligasa SCFSlTIR1 cataliza la poliubiquitinación de SlIAA9 

promoviendo su degradación a través de la ruta del proteosoma 26S. De esta 

forma, los factores ARF libres se unen a las regiones promotoras de genes de 

respuesta a auxina (de Jong et al, 2009). 

El gen AUCSIA (del inglés AUxin Cum SIlencing Action) se identificó 

mediante el análisis comparativo de la expresión génica en botones florales de 

líneas de tomate que expresaban la construcción DefH9-iaaM1 y de líneas WT 

                                                 
1 Las plantas transgénicas DefH9-iaaM desarrollan frutos partenocárpicos. 
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(Molesini et al, 2009). En tomate se han identificado dos genes AUCSIA 

(AUCSIA1, AUCSIA2) que codifican pequeños polipéptidos de 53 aminoácidos. 

Los resultados obtenidos hasta la fecha sugieren que estos dos genes deben ser 

reguladores negativos del cuajado del fruto ya que sus transcritos y proteínas 

disminuyen tras la polinización o en plantas transgénicas que desarrollan frutos 

partenocárpicos. Además, el silenciamiento vía RNAi de AUCSIA promueve un 

aumento del nivel de IAA en las flores transgénicas (100 veces respecto a las 

flores WT) y conduce a la partenocarpia del fruto. Sin embargo, esta 

partenocarpia no se puede correlacionar con una disminución de los transcritos de 

IAA9 y ARF8. Por ello, se ha sugerido que la proteína AUCSIA, al estar formada 

por un motivo Tyr implicado en endocitosis, podría desempeñar un papel 

importante en el transporte de auxina. 

También se ha comprobado que el silenciamiento de la chalcona sintasa 

(CHS), un gen que actúa en la primera etapa de la ruta biosintética de los 

flavonoides, estimula el cuajado del fruto en ausencia de polinización. En efecto, 

Schijlen et al (2007) observaron que las plantas transgénicas que tenían 

silenciados los genes homólogos CHS1 y CHS2 reducían drásticamente los 

niveles de flavonoides y producían frutos partenocárpicos. Teniendo en cuenta 

que estas fitohormonas afectan a la respuesta a auxinas (Brown et al, 2001; 

Wasson et al, 2006), se ha sugerido que el silenciamiento de los genes CHS 

podría promover un aumento de la respuesta a auxinas. 

1.2.3.2. Papel de las giberelinas en el cuajado del fruto 

Las giberelinas (GAs) intervienen en diversos aspectos del desarrollo de la 

planta, incluyendo la elongación del tallo, la germinación de la semilla, la 

transición floral y la fertilidad (Finkelstein et al, 2008; Sun y Gubler, 2004). La 

biosíntesis de GAs se produce a través de diferentes pasos catalizados por 

enzimas que tienen una localización subcelular distinta. A pesar de su 

complejidad, la biosíntesis se puede resumir en dos rutas: i) la ruta de la ‘13 no 

hidroxilación’, en la que se sintetiza GA9 a partir de GA12, y ii) la ruta de la ‘13 

hidroxilación’ en la que se sintetiza GA20 a partir de GA12; ambas catalizadas a 

través del enzima GA20ox. Posteriormente, la oxidación de GA9 y GA20 a través 

de GA 3-oxidasa (GA3oxs) da lugar a GA4 y GA1. Alternativamente, GA9 y GA20 

pueden dar lugar a GA7 y GA3 (Hedden y Phillips, 2000). GA1, GA3, GA4 y GA7 

son las únicas GAs biológicamente activas; las demás son mayoritariamente 

intermediarios de la ruta o productos del catabolismo (figura 11). El balance de 
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GAs bioactivas e inactivas está regulado por mecanismos de retroalimentación 

negativa y positiva, es decir, la actividad de las enzimas GA20ox y GA3ox está 

regulada negativamente por GAs, mientras que la de las GA2ox está inducida por 

GAs (Hedden y Phillips, 2000; Olszewski et al, 2002). 

 
Figura 11. Esquema de las rutas de la no hidroxilación y de la 
hidroxilación en el C-13. GA1, GA3, GA4 y GA7 son GAs bioactivas 
mientras que GA8, GA29, GA34 y GA51 son GAs inactivas 

Las flores jóvenes de tomate contienen los metabolitos de las dos rutas, 

cuyos niveles disminuyen a lo largo del desarrollo del ovario (Fos et al, 2000). 

Tras la polinización, el contenido total de giberelinas en el ovario aumenta pero se 

detectan bajos niveles de metabolitos de la ruta biosintética de la GA4 (Bohner et 

al, 1988; Koshioka et al, 1994; Serrani et al, 2007). Estos resultados sugieren que 

la ruta de la ‘13 hidroxilación’ es la que actúa durante el crecimiento del ovario 

(Fos et al, 2000). De hecho, la aplicación de las GA bioactivas GA1 y GA4 en 

ovarios emasculados de tomate ha permitido descubrir que GA1 es un inductor 

más eficaz del cuajado de fruto que GA4, en tanto que ésta última parece más 

determinante durante la germinación de la semilla (Serrani et al, 2007; Nakaune et 

al, 2012). Además, en ovarios polinizados se produce la acumulación de 

transcritos de GA20 oxidasa (GA20ox), al contrario de lo que ocurre en ovarios no 

polinizados (Serrani et al, 2007). Por el contrario, los transcritos de GA2ox (ruta 

catalítica de GAs) no difieren de manera significativa entre ovarios polinizados y 

no polinizados. Estos resultados sugieren que la biosíntesis de GA1 en el ovario 
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podría ser un regulador clave de la transición al cuajado y que GA20ox sería el 

factor limitante en el control de la biosíntesis de GA1. Así, se ha visto que la sobre-

expresión de GA20ox en tomate promueve el desarrollo de fruto en ausencia de 

polinización (García-Hurtado et al, 2012) y la partenocarpia del mutante de tomate 

pat ha sido atribuida a la expresión constitutiva de GA20ox1 (Olimpieri et al, 

2007). Estos resultados confirman el papel que desempeña la expresión de 

GA20ox en el cuajado del fruto. 

La cascada de señales que se desencadena tras la percepción de GAs se 

conoce menos que su biosíntesis, aunque sistemas como la aleurona de los 

cereales y los mutantes de respuesta a GAs de Arabidopsis y arroz han permitido 

avanzar en el conocimiento del proceso de señalización de esta hormona 

(Olszewski et al, 2002). La señalización por GAs se basa en la degradación de 

proteínas. El descubrimiento de la función de las proteínas DELLA en la 

señalización de GAs ha permitido comprobar que el mecanismo de acción es 

similar al de otras vías de señalización de hormonas (i.e. auxinas, etileno o 

jasmonato). Las proteínas DELLA actúan como reguladores negativos de la 

respuesta a GAs y su degradación se lleva a cabo a través de la ubiquitinación y 

posterior degradación vía proteosoma 26S (Sun y Gubler, 2004). En este proceso 

cobra especial relevancia el complejo enzimático SCF (Skp1/cullin/F-box) 

ubiquitina-ligasa (E3) cuya subunidad F-box posee un dominio C-terminal que 

confiere la especificidad de unión al sustrato que se debe ubiquitinar (Thomas y 

Sun, 2004). En Arabidopsis se han identificado 5 miembros de la familia DELLA 

que poseen funciones parcialmente solapadas, mientas que en tomate sólo se 

conoce un gen DELLA (PROCERA/SlDELLA) (Bassel et al, 2004; 2008). El 

silenciamiento de PROCERA/SlDELLA promueve efectos pleiotrópicos en las 

plantas transgénicas, lo que incluye mayor elongación del tallo, elongación del 

estilo, así como el desarrollo de frutos partenocárpicos que exhiben 

características similares a los que se obtienen mediante tratamientos con 

giberelinas (Marti et al, 2007). Esto quiere decir que menores niveles de expresión 

de SlDELLA permitirían activar la ruta de señalización de giberelinas tal y como 

ocurre después de la polinización y fecundación del ovario. Así, SlDELLA actuaría 

como un regulador negativo del cuajado de fruto en tomate al restringir la señal de 

giberelinas y prevenir el crecimiento del ovario antes de que se produzca la 

polinización y fecundación. Los frutos partenocárpicos de las plantas que tienen 

silenciado el gen PROCERA/SlDELLA son más pequeños, tienen células 

alargadas y un menor número de células en el pericarpio. Estos resultados 
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podrían estar indicando que las células de los frutos de estas plantas sólo han 

experimentado elongación celular pero no división celular regulada por auxinas. 

Acorde con lo anterior, la aplicación exógena de giberelinas induce partenocarpia 

sin alterar la expresión de genes implicados en la señalización de auxinas y el 

número de capas celulares del pericarpo es menor. En definitiva, los resultados 

obtenidos hasta la fecha ponen de manifiesto la importancia de la ruta de 

señalización de GAs sobre el cuajado del fruto (Serrani et al, 2008; Vriezen et al, 

2008). 

1.2.3.3. Papel de las citoquininas en el cuajado del fruto 

Al igual que ocurre con las concentraciones de auxina y giberelina, los 

niveles de citoquinina aumentan en el ovario tras la polinización (Matsuo et al, 

2012). Aunque se considera generalmente que las citoquininas juegan un papel 

crítico estimulando la división celular durante el desarrollo (Wismer et al, 1995; 

Srivastava y Handa, 2005), existen muy pocos datos acerca de la función de esta 

hormona en la fase inicial de división celular del fruto (Mariotti et al, 2011). Las 

citoquininas promueven la proliferación celular en los meristemos apicales e 

interactúan de manera coordinada con las auxinas (Murray et al, 2012). No se 

puede descartar por tanto que operen de manera similar en el gineceo en 

desarrollo (Lindsay et al, 2006; Bartrina et al, 2011). Estudios en Arabidopsis han 

demostrado que las citoquininas tienen al menos dos funciones durante el 

desarrollo del fruto: i) inducir la proliferación celular temprana en la región media 

del gineceo en desarrollo y ii) promover la formación de los márgenes de las 

valvas de la silicua (Marsch-Martinez et al, 2012). 

Bohner et al (1988) observaron que la concentración de citoquinina aumenta 

cinco días después de la antesis, cuando la división celular es más activa, lo que 

sugiere que debe existir una correlación positiva entre las citoquininas y la división 

celular. De hecho, Bohner y Bangerth (1988) sugirieron que las citoquininas eran 

secretadas por las semillas en desarrollo para activar la división celular en los 

tejidos a su alrededor. El cuajado de fruto y el crecimiento durante las primeras 

etapas del desarrollo están asociados a mayores contenidos de auxina, giberelina 

y citoquinina (Mariotti et al, 2011). Según Srivastava y Handa (2005), la 

correlación entre el número de células y el nivel de citoquinina en frutos pequeños 

de tomate sugiere que esta hormona debe desempeñar un papel importante 

durante la fase de división celular (fase II, ver apartado 1.2.2). Los mayores 

niveles de citoquinina en ovarios de líneas que expresan específicamente el gen 
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ipt (que codifica la isopenteniltransferasa) promueven un incremento del contenido 

en sólidos solubles y mejoran la relación azúcar / ácido en fruto, aunque éstos son 

de menor calibre (Martineau et al, 1994). Este incremento en citoquininas mejora 

la tasa de cuajado de fruto, probablemente incrementando la fuerza sumidero del 

ovario (Srivastava y Handa, 2005). Así, la aplicación de citoquininas sintéticas 

sobre ovarios en estadio de pre-antesis es capaz de activar la división celular y 

conducir a la formación de frutos partenocárpicos (Matsuo et al, 2012). En un 

trabajo diferente se ha demostrado que la aplicación de citoquininas sintéticas 

induce partenocarpia a través de una modulación del metabolismo de las 

giberelinas y auxinas (Ding et al, 2013). Los resultados obtenidos hasta la fecha 

indican que las citoquininas actúan como reguladores positivos del crecimiento del 

fruto. 

1.2.3.4. Integración de los diferentes componentes implicados en el cuajado del 

fruto 

Ariizumi et al (2013) propusieron un modelo que integra los diferentes 

componentes que podrían estar implicados en el cuajado de frutos 

partenocárpicos (figura 12). Auxinas, giberelinas y citoquininas desempeñan un 

papel clave en este proceso ya que sus niveles aumentan tras la polinización, 

activan las rutas de respuesta y promueven el crecimiento del fruto a través de los 

procesos de división y expansión celular. En ausencia de polinización y 

fecundación, la aplicación exógena de estas tres hormonas permite obtener un 

desarrollo partenocárpico del fruto. 

La ruta de señalización de auxinas arbitra las respuestas a auxina 

promoviendo interacciones proteicas con varios factores clave. SlTIR1 parece ser 

un regulador positivo de la señalización de auxinas, desactivando el represor de la 

respuesta a auxina SlIAA9 (Ren et al, 2011). Por el contrario, AUCSIA y SlARF7 

actúan como reguladores negativos de la respuesta a auxinas. De hecho, algunos 

de los genes de respuesta a auxina pueden activar genes Aux/IAA para crear una 

retroalimentación negativa que ajuste la intensidad de la respuesta a auxina (de 

Jong et al, 2009). SlCHS también podría ejercer represión sobre la respuesta a 

auxinas (Wasson et al, 2006). 

Se sabe que la ruta de respuesta a giberelinas está estrechamente 

relacionada con la ruta de respuesta a auxinas. De hecho, se ha demostrado que 

la auxina induce el cuajado de fruto incrementando la biosíntesis de giberelinas y 

parece que actúa corriente arriba de las GAs (Serrani et al, 2008; Vriezen et al, 
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2008). Conviene indicar que la ruta de señalización de las giberelinas también 

está sujeta a una retroalimentación positiva. En este sentido, las giberelinas 

estimulan la degradación de las proteínas DELLA, que son represores de la 

señalización de las giberelinas (Bassel et al, 2008). Conviene recordar también 

que los mutantes pat tienen alterada la ruta de señalización de las GAs, aunque 

aún se desconocen los mecanismos moleculares que conducen a la formación de 

frutos partenocárpicos en estos mutantes. 

 

Figura 12. Modelo sobre la regulación del desarrollo del fruto partenocárpico a través de las 
rutas de señalización hormonales (adaptado de Ariizumi et al, 2013). La partenocarpia se 
debe a la acción de diversos componentes implicados en las rutas de señalización de varias 
hormonas, en particular etileno, auxinas, giberelinas (GA) y citoquininas (CK). SlTPR1 y 
SlTIR1 podrían actuar como reguladores positivos del cuajado de fruto, mientras que 
AUCSIA, SlARF7, SlIAA9, SlDELLA y SlCHS lo harían como reguladores negativos. Tres 
mutaciones pat: pat1, pat2 y pat3/pat4 podrían estar asociadas con la síntesis o la 
señalización de giberelinas. 
AUCSIA= auxin cum silencing action; SlARF= Solanum lycopersicum auxin response factor; SlCHS= 
Solanum lycopersicum chalcone synthase; SlDELLA= Solanum lycopersicum DELLA; SlTIR1= 
Solanum lycopersicum transport inhibitor response protein 1; SlTPR1= Solanum lycopersicum 
tetratricopeptide repeat protein 1. 

Citoquininas, etileno y ácido abscísico también desempeñan un papel 

importante en el cuajado del fruto, interactuando con auxinas y giberelinas. Las 

citoquininas son reguladores positivos del crecimiento del fruto y podrían mediar 

en la ruta de las giberelinas (Sun et al, 2004). El etileno podría regular el 

crecimiento del ovario modulando la transcripción de genes relacionados con 

auxinas, como SlIAA9 (Vriezen et al, 2008; Wang et al, 2009), o interviniendo en 

Aplicación artificial en 
el pistilo

Auxina

GA

CK

AUCSIA

SlARF7SlTIR1

SlIAA9

SlDELLA

Respuesta 
a Auxina

Respuesta 
a GA

Respuesta 
a CK

Respuesta a 
Etileno

Formación del fruto partenocárpico

SlTPR1

SlCHS
?

Mutaciones pat, 
pat2, pat3/pat4

?



Introducción  31 
 

 

la biosíntesis de giberelinas (Shinozaki et al, 2015). El ácido abscísico contribuiría 

en esta red de regulación manteniendo el estado latente de los ovarios y actuando 

como un antagonista de las GAs y de las auxinas (Pascual et al, 2009). 

1.2.3.5. Quinasas dependientes de ciclina y cuajado del fruto 

En eucariotas, el ciclo celular se compone de cuatro fases distintas: una fase 

de pre-síntesis de ADN denominada fase G1, la fase S durante la cual se sintetiza 

ADN, una fase post-sintética de ADN denominada fase G2, y la fase M o fase 

mitótica. Los componentes fundamentales del sistema de control del ciclo celular 

son miembros de una familia de proteínas denominadas quinasas dependientes 

de ciclina (CDK de inglés Cyclin-Dependent Kinases). Las CDK están implicadas 

en la regulación de los procesos de división celular de diferentes organismos 

eucariotas (Srivastava y Handa, 2005). La actividad quinasa de las CDK depende 

del estado de fosforilación / desfosforilación de la quinasa, de la unión a las 

ciclinas y de factores reguladores o inhibidores (Lees, 1995). Basándose en 

alineamientos de secuencias múltiples entre las CDK identificadas en plantas, se 

han definido cinco familias de CDK (A – F), aunque los miembros más destacados 

y numerosos se encuentran en las clases CDKA y CDKB (Joubès et al, 1999; 

2000). La familia CDKA reagrupa homólogos funcionales de la proteína de 

levadura p34cdc2/CDC28 y se caracteriza por la presencia del motivo PSTAIRE, 

esencial para la unión a la ciclina. Las proteínas CDKA están presentes en 

diferentes organismos y constituyen la clase más importante. Los genes CDKA 

regulan la progresión desde la fase G1 a la fase S y desde la G2 a la fase M 

(Mironov et al, 1999). Por lo que respecta a las proteínas CDKB, presentan 

características únicas y representan ejemplos de quinasas mitóticas con 

funciones específicas durante el inicio o la progresión a través de la fase M del 

ciclo celular (Burssens et al, 1998). Según Cížková et al (2008), sólo están 

presentes en células vegetales y en levaduras en gemación. 

Los análisis realizados en Arabidopsis han indicado que CDKA;1 es un gen 

clave tanto en la generación esporofítica como en la gametofítica. Así, las plantas 

homocigóticas para la mutación cdka;1 no son viables y mueren en el estadio 

embrionario. En la generación gametofítica (desarrollo del gametofito masculino), 

la ausencia de función de CDKA;1 ocasiona la detención del ciclo celular en la 

fase G2 previa a la división mitótica (Iwakawa et al, 2006).  

El ovario de tomate detiene su crecimiento y entra en un estado de latencia 

poco antes de la antesis (Vriezen et al, 2008). El crecimiento se reanuda solo 
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después de que se produzca con éxito la polinización y la fertilización de los 

óvulos, a través de un período de intensa actividad mitótica de acuerdo con un 

patrón de división celular organizado (Azzi et al, 2015). Los genes de tomate de la 

familia CDKA se expresan con intensidad desde el estadio de antesis hasta los 5 

días posteriores a la antesis (Joubès et al, 1999). A partir de los 10 días post-

antesis hasta el inicio de la maduración, los niveles de expresión de CDKA 

disminuyen constantemente. Estos resultados sugieren que la expresión de CDKA 

es esencial para que se reanude el crecimiento del ovario tras la polinización y la 

fertilización de los óvulos. Además, CDKA se expresa activamente en tejidos 

jóvenes que exhiben una intensa división celular. Recientemente se ha reportado 

el efecto del silenciamiento y la sobre-expresión de CDKA1 en tomate (Czerednik 

et al, 2012; 2015). Las plantas con el gen CDKA1 silenciado producen frutos de 

menor calibre y con un pericarpo más delgado consecuencia de un menor número 

de capas celulares en el exocarpo (Czerednik et al, 2012). Las plantas que sobre-

expresan este gen desarrollan frutos que son indistinguibles a los del WT, es 

decir, tienen similar peso y diámetro. Sin embargo, tienen una placenta más 

grande, un pericarpio más grueso y un número reducido de semillas. En la 

placenta y en el pericarpio aumentan significativamente tanto el número de capas 

celulares como el número de células por mm2. Sin embargo, el tamaño medio de 

las células del pericarpo es menor y descienden los niveles de endorreduplicación 

en células del mesocarpo, placenta y mucílago. Según Czerednik et al (2014), la 

sobre-expresión de CDKA1 induce mitosis a lo largo del pericarpo, altera los 

índices de endorreduplicación y reduce la formación de semillas en frutos en 

desarrollo. Esta menor cantidad de semillas tiene efectos indirectos sobre la 

expansión de las células del pericarpio, ya que las hormonas producidas por las 

semillas promueven la expansión de las células del fruto.  

Vriezen et al (2007) observaron que diferentes genes implicados en el 

control del ciclo celular aumentaban dramáticamente su expresión tras la 

polinización del ovario o el tratamiento con giberelinas. Wang et al (2009) también 

observaron que genes del ciclo celular se encontraban regulados al alza en flores 

WT en post-antesis. Sin embargo, en las líneas transgénicas que tenían 

silenciado el represor de la respuesta a auxina SlIAA9, en las que se producía un 

cuajado prematuro del ovario en ausencia de polinización, la activación de los 

genes del ciclo celular ocurría antes, en concreto en el estadio de antesis. 

Resultados similares se han observado en otras especies (i.e. Cucumis sativus L. 

y Malus x domestica Borkh.), en las que los niveles de CDK aumentan 
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significativamente durante la fase de producción celular del desarrollo del fruto (Fu 

et al, 2008; Malladi y Johnson, 2011). En conjunto, los resultados sugieren que los 

genes CDK desempeñan un papel fundamental en la regulación de la actividad 

mitótica y el crecimiento exponencial del fruto tras el cuajado. 

1.2.4. Componentes genéticos y hormonales relacionados con la 

maduración del fruto 

La maduración es un carácter que sólo se produce en frutos y que se inicia 

una vez que las semillas han culminado su desarrollo (Guillaspy et al, 1993). El 

fruto de tomate es climatérico, lo que quiere decir que requiere de etileno para 

poder madurar. Este requerimiento ha convertido también al tomate en un 

excelente modelo para el estudio de los procesos que rigen la síntesis y 

percepción de etileno (Klee y Giovannoni, 2011). La síntesis autocatalítica de 

etileno es el principal determinante de los cambios fenotípicos que alteran el color, 

textura, aroma y susceptibilidad a patógenos en el fruto. Por ello, se ha dedicado 

mucho esfuerzo para identificar los genes implicados en la regulación 

dependiente de etileno, principalmente los relacionados con la biosíntesis, 

percepción y señalización de esta hormona. Hoy en día se conoce la mayor parte 

de los genes principales que controlan la regulación dependiente de etileno. 

1.2.4.1. Regulación de la síntesis de etileno durante el desarrollo del fruto 

El etileno es la más simple de las hormonas vegetales, con sólo dos 

carbonos y cuatro hidrógenos. Aún así, se trata de una importante hormona que 

media en aspectos relacionados con la repuesta de las plantas a estreses de tipo 

biótico y abiótico. Además, el etileno interviene en ciertos procesos del desarrollo, 

especialmente en los relacionados con la maduración del fruto, así como en la 

abscisión de órganos. Como cabe esperar de una hormona tan importante, la 

síntesis de etileno se encuentra estrictamente regulada. La ruta biosintética es 

muy simple y está compuesta por tan sólo dos enzimas. La síntesis se inicia a 

partir de S-adenosilmetionina. La etapa limitante de la ruta es la síntesis de ácido-

1-aminociclopropano-carboxílico (ACC), catalizado por la ACC sintasa (ACS). La 

última etapa de la vía la cataliza una oxidasa, ACC oxidasa (ACO), que requiere 

oxígeno como sustrato. Normalmente, ACO no es limitante para la síntesis de 

etileno ya que, aunque se induce durante la maduración, ACO está presente 

antes de que se inicie la maduración. El principal punto de regulación de la 

síntesis de etileno se produce durante la transcripción de ACS (Rottmann et al, 

1991; Nakatsuka et al, 1998; Barry y Giovannoni, 2006). Así pues, se ha 
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comprobado que durante la maduración, la expresión de LeACS2 y LeACS4 

aumenta significativamente. Utilizando una construcción en antisentido, Oeller et 

al (1991) demostraron que la anulación de la expresión de LeACS2 resultaba muy 

efectiva a la hora de inhibir la maduración del fruto. Recientemente se ha 

descubierto otro punto de regulación ACS a través del cual el enzima LeACS2 se 

estabilizaría mediante fosforilación y se degradaría tras la desfosforilación 

(Kamiyoshihara et al, 2010). El nivel de proteína LeACS2 influiría sobre la 

actividad ACS, el contenido de ACC y la producción de etileno en tejidos del fruto. 

Conviene indicar que existen al menos ocho genes ACS caracterizados en tomate 

y, como mínimo, se han identificado tres más en la secuencia del genoma del 

tomate. Cada uno de ellos tiene un patrón de expresión distintivo de tejido y una 

especificidad de estímulo (Klee y Giovannoni, 2011). Por lo que respecta a ACO, 

existen cuatro genes caracterizados y se han encontrado tres adicionales en la 

secuencia del genoma del tomate. A pesar de que la actividad ACO no es 

limitante, el etileno induce la expresión de ciertos genes ACO, en especial en 

frutos en estadio de maduración (Barry et al, 1996).  

1.2.4.2. La ruta de señalización de etileno en tomate 

A) Receptores de etileno 

Los receptores de etileno en plantas son proteínas de membrana asociadas 

al retículo endoplasmático con actividad de proteína kinasa (Gamble et al, 1998; 

Moussatche y Klee, 2004). Los análisis genéticos realizados en Arabidopsis y 

tomate han demostrado que los receptores actúan como reguladores negativos de 

la ruta de respuesta a etileno (Hua y Meyerowitz, 1998; Tieman et al, 2000). En 

ausencia de la hormona, los receptores suprimen la respuesta a etileno mientras 

que en presencia de la misma, la supresión desaparece y tiene lugar la respuesta 

a etileno.  

Uno de los receptores de etileno de tomate se identificó a partir del mutante 

Never-ripe (Nr). Se trata de la única mutación en un receptor de etileno que da 

lugar a un fenotipo observable confiriendo una insensibilidad dominante a etileno. 

Los frutos del mutante Nr no maduran, incluso exponiéndolos a etileno. Además, 

la mutación confiere insensibilidad a etileno en todos los órganos de la planta (i.e. 

las flores no experimentan senescencia). La mutación es consecuencia de un 

cambio en un simple aminoácido en el gen NR (Lanahan et al, 1994). NR (Le-

ETR3) codifica una proteína homóloga al receptor de etileno de Arabidopsis ETR1 

(Wilkinson et al, 1995; Hackett et al, 2000). 
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En tomate existen siete receptores de etileno (LeETR1, LeETR2, NR, 

LeETR4, LeETR5, LeETR6 y LeETR7) (Wilkinson et al, 1995; Zhou et al, 1996; 

Lashbrook et al, 1998; Tieman y Klee, 1999). El análisis de la secuencia del 

genoma del tomate parece indicar que éste es el repertorio completo de 

receptores de etileno en tomate. Se sabe que cinco de estos receptores se unen a 

etileno mientras que dos de ellos (LeETR6 y LeETR7) no han sido por el 

momento caracterizados a este nivel (O’Malley et al, 2005). Los receptores de 

etileno se dividen en dos subfamilias (subfamilia 1 y subfamilia 2) sobre la base 

de las estructuras de los genes y las proteínas. Los miembros de la subfamilia 1 

tienen una elevada similitud con histidinas kinasas, mientras que los de la 

subfamilia 2 han divergido adquiriendo actividad serina kinana (Moussatche y 

Klee, 2004).  

En Arabidopsis, los análisis funcionales han indicado que la pérdida de 

función en alguno de los receptores de etileno no tiene efectos importantes en la 

respuesta a etileno, lo que indica que existe un alto grado de redundancia 

funcional. Con todo, los miembros de la subfamilia 1 son más importantes en la 

ruta de señalización de etileno y no pueden ser reemplazados funcionalmente por 

miembros de la subfamilia 2 (Wang et al, 2003). En tomate, sin embargo, los 

receptores funcionan de forma muy diferente. La reducción de la expresión de 

cualquiera de los genes de la subfamilia 2, LeETR4 o LeETR6, da lugar a un 

incremento de la sensibilidad a etileno. En efecto, las plantas antisentido con 

menor nivel de expresión de LeETR4 o LeETR6 exhiben fenotipos que son 

consistentes con una respuesta constitutiva de etileno, lo que incluye la 

maduración temprana del fruto (Tieman et al, 2000; Kevani et al, 2007). Esta 

mayor sensibilidad a etileno puede ser restaurada mediante sobre-expresión del 

receptor de la subfamilia 1 NR. Se ha comprobado que los niveles de expresión 

de LeETR4, LeETR6 y NR aumentan significativamente durante la maduración del 

fruto de tomate, siendo de largo los que más se expresan durante este proceso. 

La pérdida de función de cualquiera de los otros receptores no genera fenotipos 

de sensibilidad a etileno o de ausencia de maduración (Kevani et al, 2007). Los 

resultados parecen indicar que la función de los receptores de la subfamilia 2 es 

más importante en tomate que en Arabidopsis. 

B) La familia CTR 

Corriente abajo de los receptores de etileno se encuentra una familia de 

reguladores negativos (proteínas kinasas) de la respuesta a etileno codificada por 
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genes CTR. A diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis, con sólo un gen CTR 

(CTR1), en tomate se han identificado cuatro genes CTR cuyas proteínas exhiben 

una elevada homología con la de CTR1. Tres de estos cuatro genes (tCTR1, 

tCTR3 y tCTR4) pueden complementar funcionalmente el mutante ctr1 de 

Arabidopsis, lo que indica un alto grado de redundancia funcional. Los análisis de 

expresión sugieren que tCTR1 es el miembro de esta familia que exhibe el mayor 

nivel de expresión en fruto. También se ha comprobado que la presencia de 

etileno o el proceso de maduración del fruto incrementan significativamente los 

niveles de RNAm de tCTR1. 

B) Factores de transcripción inducibles por etileno 

Corriente abajo se encuentra una familia de factores de transcripción 

compuesta por 4 genes tipo EIN3 (Le-EIL1-LeEIL4) (Tieman et al, 2001; Yokotani 

et al, 2003). Se ha demostrado que la anulación de función de Le-EIL1, Le-EIL2 y 

Le-EIL3 reduce significativamente la sensibilidad a etileno y cada uno de ellos es 

capaz de complementar al mutante de anulación de función de Arabidopsis ein3. 

Estos resultados parecen indicar que estos tres genes tienen una cierta 

redundancia funcional en tomate.  

En Arabidopsis, los niveles de proteínas EIN3 están controlados por una 

familia de factores de unión a EIN3 (EBF) que las señalizan para que se produzca 

su degradación a través de la ruta ubiquitina/proteosoma 26S (Guo et al, 2003; 

Potuschak et al, 2003; Gagne et al, 2004). En tomate se han identificado dos 

genes EBF, SlEBF1 y SlEBF2 (Yang et al, 2010). Estos dos genes son 

funcionalmente redundantes y la reducción de sus niveles de expresión conduce a 

una respuesta constitutiva a etileno y un adelanto de la maduración. Estos 

resultados confirman que la estabilización de las proteínas LeEIL activa la 

señalización de etileno. 

Al final de la cascada de señalización se encuentra la familia ERF (factores 

de respuesta a etileno), uno de los miembros de la amplia superfamilia AP2/ERF. 

Su expresión se activa a través de proteínas tipo EIN3 (EILs). En tomate se han 

descrito cinco genes pertenecientes a esta familia (LeERF1, LeERF2, LeERF3, 

LeERF4 y LeERF3b) capaces de unirse a cajas box del tipo GCC de los genes 

regulados por etileno (Cara y Giovannoni, 2008). Teniendo en cuenta que se trata 

de una familia muy amplia, se asume que debe de existir un cierto grado de 

redundancia funcional. Hasta la fecha, no se le ha asignado una función 

específica a ningún miembro de esta familia (Klee y Giovannoni, 2011).  



Introducción  37 
 

 

1.2.4.3. Los sistemas 1 y 2 que conducen a la transición de la maduración 

El etileno tiene efectos diferentes en frutos de tomate dependiendo de su 

estadio de desarrollo. El tratamiento de frutos inmaduros con etileno trae consigo 

lo que ha venido a denominarse síntesis de etileno a través del sistema 1 (Yang, 

1987), que se caracteriza por la inducción de genes regulados por etileno (Alba et 

al, 2005), síntesis auto-inhibitoria de etileno y fallo en el proceso de la 

maduración. En contraste, los frutos maduros se rigen por la síntesis de etileno a 

través del sistema 2, caracterizada por la inducción de un amplio y solapado juego 

de genes (Alba et al, 2005), síntesis autocatalítica de etileno y maduración. 

Además, el sistema 2 implica la inducción del gen inducible por etileno y asociado 

a la maduración ACS2, que conduce a la síntesis autocatalítica de etileno. Así 

pues, los frutos inmaduros y maduros responden a etileno a través de diferentes 

vías. A pesar de que el etileno no inicia la maduración en frutos inmaduros, 

precipita el comienzo de la maduración (Yang, 1987) de forma proporcional a la 

cantidad de etileno a la que está expuesta el fruto.  

Alteraciones en la cascada de señalización de etileno pueden también influir 

en el tiempo de inicio de la maduración. La menor expresión de LeETR4 o 

LeETR6 incrementa la sensibilidad a etileno dando lugar a una maduración 

temprana de fruto (Kevany et al, 2007). De forma similar, la reducción de la 

expresión del gen SlEBF acelera el comienzo de la maduración, presumiblemente 

como consecuencia de la acumulación de LeEIL (Yang et al, 2010). El hecho de 

que los receptores actúen como reguladores negativos de la ruta de respuesta a 

etileno, unido a que la presencia de etileno desencadena la degradación de 

receptores, sugiere que los niveles de los receptores podrían ser críticos a la hora 

de modular el tiempo de maduración. Consistente con este modelo, se ha 

comprobado que el tratamiento de frutos inmaduros con etileno reduce la 

actividad de los receptores y promueve maduración temprana del fruto (Kevany et 

al, 2007). 

1.2.4.4. Control transcripcional de la maduración del fruto 

Los análisis moleculares relacionados con los procesos de síntesis de 

etileno y transducción de señal durante la maduración sugieren la existencia de 

sistemas reguladores adicionales que coordinen la irrupción y síntesis de etileno a 

lo largo del proceso. Los análisis fisiológicos y moleculares de mutantes de 

tomate que exhiben alteraciones en el proceso de la maduración parecen indicar 

defectos en esos sistemas que regulan la maduración. Por ejemplo, en los 
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mutantes no alélicos ripening-inhibitor (rin), nonripening (nor) y Colorless 

nonripening (Cnr) se desarrollan frutos que no maduran incluso después de un 

tratamiento con etileno. Estos mutantes comparten una serie de características 

fisiológicas, como no producir etileno o no experimentar incremento de respiración 

climatérica (Vrebalov et al, 2002; Giovannoni et al, 2004; Manning et al, 2006), lo 

cual indica que los genes afectados RIN, NOR y CNR promueven maduración en 

el fruto a través de una ruta reguladora que actúa corriente arriba de la biosíntesis 

y señalización del etileno. Adicionalmente, los cambios de expresión de genes no 

regulados por etileno en los frutos de los mutantes rin, nor y Cnr (Giovannoni, 

2007) indicarían que RIN, NOR y CNR podrían participar también en una ruta 

independiente de etileno.  

El locus rin codifica un factor de transcripción MADS-box de tipo 

SEPALLATA que se induce cuando se inicia la maduración (Vrebalov et al, 2002). 

El gen RIN se encuentra en el cromosoma 5 adyacente al gen MACROCLALYX 

(MC). Vrebalov et al (2002) descubrieron que la mutación rin estaba causada por 

una deleción espontánea cuyo resultado era la expresión de un transcrito 

quimérico (RNAm RIN/MC) que anulaba la función de RIN y MC. La importancia 

de este gen en el proceso de maduración ha quedado demostrada tras la 

identificación de un homólogo de RIN en fresa, lo que indica que el control 

transcripcional de la maduración está conservado entre especies climatéricas y no 

climatéricas (Seymour et al, 2010). 

El gen NOR codifica un factor de transcripción de tipo NAC (Giovannoni et 

al, 2004), mientras que CNR codifica un factor de transcripción de la familia 

SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN (SPBP), regulado, al menos en 

parte, por cambios en la metilación del promotor (Manning et al, 2006). La 

expresión de CNR se ve reducida en el mutante rin, lo cual sugiere que podría 

actuar corriente abajo del gen RIN. Las dianas de SPBP incluyen genes tipo 

MADS-box, como TDR4, el ortólogo de FRUITFUL (FUL) de Arabidopsis, cuya 

expresión se encuentra sustancialmente reducida en el mutante Cnr. 

Aunque se han clonado los genes alterados en los mutantes de maduración 

de tomate bien caracterizados, existen algunos reguladores que aún no han sido 

identificados. Los análisis transcriptómicos indican que aún existen cientos de 

factores de transcripción que exhiben expresiones diferenciales durante el 

desarrollo del fruto, y muchos de ellos experimentan cambios de expresión 

durante la maduración (Alba et al, 2005). Algunos de ellos, como por ejemplo 
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LeHB-1, una proteína HD-zip que interactúa y es necesaria para la expresión de 

ACO1, pueden regular de forma específica el proceso de la maduración. Así pues, 

la represión de LeHB-1 en plantas transgénicas de tomate da lugar a una menor 

expresión de ACO1, un concomitante descenso de la síntesis de etileno y retraso 

de la maduración (Lin et al, 2008). 

Otro de estos reguladores es TAGL1 (Tomato AGAMOUS-Like 1), un 

miembro MADS-box del clado AGAMOUS (AG) en el que también se encuentra 

TAG1. TAGL1 se induce durante el desarrollo del carpelo y al inicio de la 

maduración (Busi et al, 2003). Se ha demostrado que la represión de TAGL1 vía 

RNAi inhibe la maduración del fruto de tomate y reduce el grosor de su pericarpio 

(Vrebalov et al, 2009, Itkin et al, 2009; Giménez et al, 2010). Por otro lado, los 

ortólogos de TAGL1 en Arabidopsis son los genes SHATTERPROOF (SHP1 y 

SHP2) (Liljegren et al, 2000), que se han relacionado con el control de los 

mecanismos de dispersión de la semilla. Conviene recordar que los mecanismos 

de dispersión de semilla son diferentes en frutos secos y carnosos. En los frutos 

secos (i.e. Arabidopsis), tras la dehiscencia, la semilla se puede dispersar a través 

del viento, la lluvia o la piel de los animales. En los carnosos (i.e. tomate), los 

animales actúan como vectores de dispersión de la semilla tras consumir frutos 

que, por su suculencia, les resultan atractivos. El gen TAGL1 podría representar 

en este contexto una especie de unión molecular entre ambos procesos de 

dispersión de semilla, a través del desarrollo de la carnosidad del fruto y 

subsiguiente maduración.  

Según Pan et al (2010), TAG1 es el gen más estrechamente relacionado con 

TAGL1. TAG1 constituye el principal regulador del desarrollo de los carpelos de 

tomate (Pnueli et al, 1994) al igual que ocurre con AG en Arabidopsis. Sin 

embargo, durante la maduración, TAG1 se induce y expresa cuando se reprime la 

TAGL1, lo que sugiere una función compensatoria durante este proceso (Vrebalov 

et al, 2009; Giménez et al, 2010). Además, el fenotipo que resulta de la expresión 

ectópica de ambos genes en plantas transgénicas es muy similar, caracterizado 

por el desarrollo de sépalos suculentos capaces de acumular carotenos (Pnueli et 

al, 1994a; Vrebalov et al, 2009; Itkin et al, 2009; Giménez et al, 2010). Conviene 

añadir que los dramáticos fenotipos de anulación de función de TAG1 

caracterizados por Pnueli et al (1994a), a saber, conversión homeótica del tercer 

verticilo de estambres en órganos petaloideos y del cuarto verticilo de carpelos en 

pseudocarpelos con meristemos florales indeterminados, podrían ser el reflejo de 
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una pérdida de función coordinada de diversos genes tipo AGAMOUS, toda vez 

que las plantas se obtuvieron mediante la tecnología antisentido (Pan et al, 2010). 

En definitiva, actualmente no se sabe con exactitud el papel específico que 

desempeña TAG1 en el proceso de maduración. Para dar una respuesta a la 

función que desempeña este gen a lo largo del proceso sería necesario reprimir la 

expresión de TAG1 específicamente durante la maduración del fruto de tomate 

(Klee y Giovannoni, 2011). Según estos últimos autores, es probable que se haya 

producido una diferenciación funcional en los genes del clado AGAMOUS (i.e. 

TAG1, TAGL1) entre Arabidopsis y tomate permitiéndoles promover funciones 

equivalentes en frutos de distinto tipo (Klee y Giovannoni, 2011). 

Los reguladores transcripcionales descritos hasta este momento representan 

efectores positivos del proceso de maduración, de manera que su ausencia a 

través de mutaciones o intervención transgénica promueve fenotipos de ausencia 

de maduración. Recientemente, se ha demostrado que un miembro de la familia 

génica APETALA2 (AP2), concretamente SlAP2a, actúa como regulador negativo 

de la maduración (Chung et al, 2010; Karlova et al, 2011). SlAP2 es un miembro 

de la superfamilia AP2/ERF cuya represión da lugar a una maduración acelerada, 

producción elevada de etileno y acumulación alterada de carotenoides. 

Klee y Giovannoni (2011) propusieron un modelo según el cual la expansión 

y diversificación de familias génicas consecuencia de eventos de poliploidización 

ha permitido que el tomate disponga de múltiples factores de transcripción 

implicados en el proceso de maduración de los frutos. Por un lado, se 

encontrarían reguladores como RIN, que han conservado a lo largo de la 

evolución funciones específicamente relacionadas con la maduración del fruto y, 

por otro, reguladores del clado AGAMOUS que se han diversificado en términos 

de funciones específicas reteniendo sus actividades en el proceso de dispersión 

de la semilla (figura 13). 

Recientemente, Liu et al (2015) demostraron que la represión mediada por 

RNAi del gen SlDML2 (DEMETER-LIKE demetilasa de ADN) inhibe la 

demetilación de ADN en tomate. Esta hipermetilación del ADN se traduce en la 

represión de la expresión de factores transcripcionales implicados en la 

maduración del fruto, especialmente NOR y CNR. Así, el silenciamiento de 

SlDML2 conduce a la inhibición del proceso de maduración del fruto. Los 

resultados obtenidos por estos autores sugieren que SlDML2 desempeña un 
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papel elemental en la hipometilación requerida para que ocurra el proceso de 

maduración. 

 
Figura 13. Factores de transcripción asociados al proceso de maduración que han 
evolucionado consecuencia de eventos de poliploidización para adquirir funciones diversas 
relacionadas con el desarrollo y maduración del fruto de tomate. En los clados SEPALLATA 
y CNR, la expansión de familias génicas habría dado como resultado actividades RIN y 
CNR relacionadas específicamente con el proceso de maduración. En el clado MADS-box 
AGAMOUS es más probable que se haya producido una divergencia funcional para 
promover la dispersión de la semilla en el contexto de un fruto carnoso. Los orígenes 
evolutivos de otros genes como NOR, SlAP2a o LeHB-1 no serían tan obvios, aunque estos 
junto con RIN, CNR y TAGL1 influyen en la expresión de genes relacionados con la síntesis 
de etileno, incluyendo miembros de la familia ACS y ACO. Los factores transcripcionales 
RIN, NOR, CNR, TAGL1, y posiblemente TAG1, son necesarios para que se expresen 
genes de maduración relacionados con las rutas dependientes e independientes de etileno. 
Además, SlDML2 regula la hipometilación requerida para que ocurra el proceso de 
maduración. Este gen estaría relacionado con la demetilación de, al menos, los genes NOR, 
CNR y RIN (Adaptado de Klee y Giovannoni, 2011). 

representa metilación génica. 

En definitiva, existen muchos factores de transcripción vinculados al proceso 

de maduración del fruto de tomate que podrían actuar conjuntamente y de forma 

coordinada, o de manera separada por encima de la cascada de señalización y 

síntesis de etileno. Teniendo en cuenta que quedan aún reguladores 

transcripcionales por identificar, la complejidad de este entramado regulatorio está 

aún por descubrir. 

Me



 

 

 

2. Antecedentes y Objetivos 

 

 

El cuajado de un fruto es la etapa en la que se activa la transición de ovario 

a fruto en desarrollo con capacidad para convertirse en un órgano maduro que 

alberga y protege la semilla. Este proceso, regulado en gran medida por señales 

hormonales, tiene lugar cuando la flor alcanza el estadio de antesis y está 

estrechamente vinculado a la polinización y fecundación. Aunque los ovarios de 

los cultivares habituales de tomate no son capaces de iniciar la transición a fruto 

en ausencia de polinización y fecundación, algunas mutaciones permiten el 

desarrollo de frutos sin que ocurran estos eventos a través de un proceso 

denominado partenocarpia. En muchos de estos mutantes, la partenocarpia es el 

resultado de un desequilibrio hormonal en los niveles de auxinas y giberelinas. 

Las investigaciones realizadas a lo largo de los últimos años han ha 

proporcionado un panorama coherente sobre el papel que desempeñan estas 

hormonas en el cuajado del fruto; sin embargo, nuestros conocimientos sobre la 

base genética de los diversos mecanismos implicados son aún escasos. El 

análisis de mutantes con alteraciones en la tasa de cuajado podría ser la 

estrategia ideal para identificar nuevos genes que intervienen en el proceso.  

Conviene tener en cuenta, además, que el cuajado de fruto afecta en gran 

medida a la productividad y rentabilidad de un cultivo, especialmente en 

condiciones adversas. En tomate, la tasa de cuajado es uno de los componentes 

de la producción que más se ve afectado por el estrés salino; ya que, además de 

los efectos directos, la salinidad reduce la cantidad y viabilidad del polen, lo que 

se traduce en una disminución del cuajado dependiente de polinización. La 

evaluación de mutantes con cuajado de fruto independiente de polinización en 

condiciones limitantes para la producción de polen fértil tendría un enorme interés 
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tanto desde un punto de vista agronómico como de investigación básica. En este 

sentido, se podría caracterizar la interacción entre salinidad y desarrollo de frutos 

sin semilla, ya que en este caso el efecto del estrés sobre la producción de polen 

dejaría de tener importancia. 

Con la finalidad de identificar genes que controlan caracteres del desarrollo 

de relevancia agronómica, así como determinantes de la tolerancia a la salinidad 

en tomate y especies silvestres relacionadas, en nuestro laboratorio se está 

abordando un programa de mutagénesis insercional en colaboración con los 

grupos del Dr. Lozano (Universidad de Almería) y la Dra. Bolarín (CEBAS-Murcia). 

Uno de los primeros mutantes insercionales identificados fue Arlequín (Alq), cuyo 

carácter más relevante es la conversión homeótica de los sépalos en órganos 

análogos a un fruto (Pineda et al, 2010). En colaboración con el grupo del Dr. 

Lozano, se demostró que el gen etiquetado en el mutante es TAGL1 (TOMATO 

AGAMOUS LIKE 1) y que el fenotipo de Alq se debe a la expresión ectópica de 

TAGL1 (ALQ/TAGL1). El análisis funcional de este gen reveló su participación en 

el control genético del desarrollo reproductivo de tomate y su papel esencial como 

regulador positivo de la maduración del fruto (Giménez et al, 2010). Más 

recientemente, se ha descubierto que es necesaria la actividad transcripcional de 

ALQ/TAGL1 para el adecuado desarrollo de la cutícula del fruto de tomate 

(Giménez et al, 2015), y se ha investigado sobre la función divergente de los 

genes TAG1 y TAGL1/ALQ así como el papel que desempeñan a lo largo del 

desarrollo del fruto (Giménez et al, 2016). En el mutante Alq, la transición a fruto 

de los sépalos se produce independientemente de eventos de polinización, y 

resultados previos parecen indicar que el cuajado de fruto verdadero también 

ocurre mayoritariamente a través de esta vía.  

Esta Tesis Doctoral se ha desarrollado en el contexto de este programa de 

mutagénesis insercional y tiene como objetivo central avanzar en el conocimiento 

de los genes y mecanismos que determinan el cuajado del fruto de tomate. Para 

ello, hemos abordado la caracterización de dos mutantes de tomate con menor 

tasa de cuajado (Lfs2084 y lfs2448), y hemos evaluado el fenotipo de mayor tasa 

de cuajado del mutante Alq. Además, hemos caracterizado la utilidad agronómica 

de la interacción entre el cuajado de fruto de Alq y la salinidad. 
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Para ello, se han abordado los siguientes objetivos: 

1. Caracterización de la mutación Lfs2084, que incluye: 

1.1. Evaluar el fenotipo de menor tasa de cuajado 

1.2. Analizar el modo de herencia de la mutación 

1.3. Determinar la co-segregación entre un inserto funcional y la mutación 

1.4. Analizar la viabilidad del polen y realizar estudios de histología 

1.5. Analizar el contenido endógeno de hormonas 

1.6. Analizar la expresión de genes implicados en el cuajado de fruto 

2. Caracterización de la mutación Lfs2448, que incluye: 

2.1. Evaluar el fenotipo de menor tasa de cuajado 

2.2. Analizar el modo de herencia de la mutación 

2.3. Determinar la co-segregación entre un inserto funcional y la mutación 

2.4. Analizar la viabilidad del polen y realizar estudios de histología 

2.5. Determinar la localización molecular de la mutación 

3. Caracterización de la mutación Alq, que incluye: 

3.1. Evaluar la tasa de crecimiento de Alq 

3.2. Evaluar el desarrollo radicular in vitro 

3.3. Evaluar la tasa de crecimiento de injertos entre Alq y el WT  

3.4. Evaluar in vitro el comportamiento del mutante Alq en condiciones de 

estrés osmótico  

3.5. Evaluar la tasa de cuajado de fruto del mutante Alq y de líneas con 

los genes ALQ y TAG1 silenciados 

3.6. Analizar la viabilidad del polen y realizar estudios de histología 

3.7. Evaluar el cuajado prematuro de fruto en el mutante Alq 

3.8. Analizar la expresión de genes implicados en cuajado de fruto 

3.9. Evaluar la tasa de cuajado de fruto del mutante Alq en condiciones 

moderadas de salinidad 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

3. Material y Métodos 

 

 

3.1. Material vegetal 

Los trabajos realizados en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo con 3 

mutantes de T-DNA: Arlequín (Alq), Lower fruit setting 2084 (Lfs2084) y Lfs2084. 

La mutación Alq se detectó en una línea de tomate destinada al consumo en 

fresco, de crecimiento determinado y que desarrolla frutos con morfología 

redondo-alargada (Pineda et al, 2010). Los mutantes Lfs2084 y Lfs2084 se 

detectaron durante el escrutinio de líneas T-DNA de tomate Moneymaker que se 

llevó a cabo a lo largo de la realización de este trabajo de investigación (datos no 

mostrados). El cultivar Moneymaker, introducido por el inglés F. Stonor a mitad 

del pasado siglo, es muy popular debido a que produce frutos de un atractivo y 

brillante color rojo cadmio, y de una increíble uniformidad, tanto en su morfología 

como en el proceso de maduración. Como suele ocurrir en algunas variedades y 

cultivares comerciales después de numerosos ciclos de autofecundación, 

Moneymaker posee un fondo genético muy conservado que le proporciona 

caracteres de fruto muy homogéneos y una heredabilidad asegurada. 

3.2. Técnicas básicas de cultivo in vitro 

3.2.1. Esterilización de las semillas 

Las semillas se esterilizan superficialmente por inmersión, durante 30 

minutos, en una solución de lejía comercial diluida al 50% (5% de hipoclorito de 

sodio) equivalente a 50 g de cloro activo por litro, a que se le añaden 2 gotas de 

detergente 7X-0-matic (Flow Laboratories) para romper la tensión superficial de 

los tejidos, lo que mejora el contacto entre el tejido y el esterilizante. A 
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continuación, se elimina la solución desinfectante mediante tres lavados 

sucesivos (5, 10 y 15 minutos, respectivamente) con agua destilada estéril. 

3.2.2. Germinación y obtención de plántulas axénicas  

Tras la desinfección, las semillas se transfieren a placas petri con dos capas 

de papel de filtro saturado de agua destilada estéril. Las placas, selladas con 

parafilm, se mantienen en oscuridad a 28ºC hasta la germinación de las semillas. 

Después de la nascencia, es decir, en el momento en el que emerge la radícula, 

las semillas se transfieren a recipientes de vidrio (105 mm de altura x 95 mm de 

diámetro) que contienen 50 ml de medio de germinación (MG). Este medio está 

compuesto por solución mineral MS (Duchefa Biochemie), 10 g/L de sacarosa y 8 

g/L de agar bacteriológico europeo (Sumilab s.l). El pH del medio se ajusta a 5.7 

con KOH y HCL antes de añadir el agente gelificante. El medio de cultivo se 

esteriliza por calor húmedo en autoclave, a 115ºC durante 30 minutos. El cultivo 

de las plántulas tiene lugar en una cámara de cultivo en condiciones de luz, 

temperatura y humedad controladas: fotoperiodo de 16 horas luz con una 

intensidad luminosa de 2000 luxes - equivalente a 34 E/m2/s - suministrada por 

una fuente de luz fría y una temperatura de 26  2º C y 70% de HR durante el 

periodo oscuro-40% durante el periodo luminoso y 22  2º C / 70% de HR durante 

el periodo oscuro.  

3.2.3. Cultivo de explantes primarios  

A los 7 días del inicio de la germinación se procede a la extracción de los 

explantes de cotiledón. Una vez separados los dos cotiledones de la plántula se 

eliminan los extremos para incrementar la superficie de corte obteniéndose 2 

explantes por genotipo individual. Una vez cortados, los explantes se cultivan con 

el envés en contacto con el medio de cultivo. Para el cultivo de explantes se 

emplean placas petri (90 mm de diámetro x 30 mm de altura) con 30 ml de medio 

de cultivo, selladas con parafilm. Las condiciones de incubación son las mismas 

que las descritas en el apartado 3.2.2. 

3.2.4. Inducción de organogénesis 

El medio de cultivo empleado para la inducción de organogénesis en los 

explantes de tomate es el IKZ 4.0/4.0/1.0. Esta combinación de reguladores (4.0 

mg/l de ácido indolacético + 4.0 mg/l de quinetina + 1.0 mg/l zeatina) en el medio 

de cultivo da lugar a la formación de callos que presentan zonas compactas de 

color verde en las que se desarrollan yemas, yemas-ápice y brotes.  
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3.2.5. Enraizamiento de brotes y propagación clonal de las plantas 

Para el enraizamiento y clonación de plantas, los brotes se cultivan en el 

medio de clonación IBA 1.0, compuesto por solución mineral MS (Duchefa 

Biochemie), 20 g/L de sacarosa, 0.1 g/L inositol, 0.001 g/L de T-CLH y 1 mg/l de 

ácido indolbutírico (hormona que favorece la emisión de raíces). El pH del medio 

se ajusta a 5.7 con KOH y HCL antes de añadir el agente gelificante y se esteriliza 

por calor húmedo en autoclave, a 115º C durante 30 minutos. Las primeras raíces 

aparecen aproximadamente a los 7 días del cultivo. A los 30 días la planta 

axénica suele tener un sistema radicular bien desarrollado, y la parte aérea 

presenta una yema caulinar y varias yemas axilares. El tipo de recipiente que 

utilizamos (150 mm de altura x 60 mm de diámetro) favorece la elongación de 

entrenudos, lo que facilita la propagación clonal de la planta axénica. Las 

condiciones de incubación de las plantas axénicas son las descritas en el 

apartado 3.2.2. 

3.2.6. Evaluación del desarrollo radicular in vitro 

Las semillas, tras su esterilización y germinación (apartados 3.2.1 y 3.2.2), 

se siembran en tubos de vidrio (145 mm de altura x 22 mm de diámetro) o placas 

de metacrilato (24 cm de altura, 20 cm de anchura y 2 cm de profundidad) que 

contienen un medio compuesto por solución mineral MS (Duchefa Biochemie), 20 

g/L de sacarosa, 0.1 g/L inositol, 0.001 g/L de T-CLH. El pH del medio se ajusta a 

5.7 con KOH y HCL antes de añadir el agente gelificante y se esteriliza por calor 

húmedo en autoclave, a 115º C durante 30 minutos. A los 25 días se evaluaron 

los siguientes parámetros radiculares: longitud de la raíz principal, nº de raíces 

laterales y longitud de algunas de las raíces laterales más próximas al hipocotilo. 

La evaluación de estos parámetros en el mutante Alq se realizó a los 7 días (se 

ha iniciado el desarrollo de las primeras raíces laterales) y a los 25 días (se ha 

producido la elongación de las raíces laterales y se ha iniciado el desarrollo de 

raíces terciarias). Las condiciones de incubación son las descritas en el apartado 

3.2.2. 

3.2.7. Evaluación in vitro de la tolerancia a estrés hídrico 

El ensayo comparativo del desarrollo de plantas WT y Alq en condiciones 

estándar de crecimiento y en medio suplementado con manitol in vitro se llevó a 

cabo en tubos de vidrio (145 mm de altura x 22 mm de diámetro). El medio 

utilizado fue el descrito en el apartado 5.2.4., con la diferencia de que el medio de 
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cultivo de las plántulas sometidas a estrés hídrico se suplementó con un 100 mM 

de manitol. A los 30 días (medio sin manitol) y 60 días (medio con manitol) se 

evaluaron los siguientes parámetros: longitud del tallo, longitud de las raíces y 

número de hojas. 

3.2.8. Análisis de la resistencia-sensibilidad a la kanamicina 

El análisis de la resistencia o sensibilidad a la kanamicina de las plantas se 

puede realizar de dos maneras: 1) A partir de yemas axilares. Una vez que la 

planta axénica se ha desarrollado en el medio de clonación (apartado 3.2.4), el 

brote principal se vuelve a transferir a medio de clonación (para mantener el 

genotipo) y una o varias yemas axilares se transfieren a medio de clonación 

suplementado con 100 mg/L de kanamicina. 2) A partir de explantes de cotiledón. 

En este caso, a los 7 días de la germinación de la semilla (apartados 3.2.1 y 

3.2.2), los explantes de cotiledón se transfieren a medio organogénico (apartado 

3.2.4) suplementado con 100 mg/L de kanamicina y los brotes a medio de 

clonación (apartado 3.2.4). 

3.3. Aclimatación y transplante  

A partir de los 15-20 días del cultivo en medio de enraizamiento las plantas 

se encuentran en el estadio adecuado para llevar a cabo su aclimatación. Tras 

extraer la planta del recipiente de cultivo, se aplica un lavado a la raíz para 

eliminar los restos de agar, procurando no dañarla. A continuación se transfiere a 

una maceta pequeña (polietileno negro Ø: 9 cm, Os-plastic) que contiene fibra de 

coco estéril (fibra de ¾ de Cocoterra) y se cubre con un vaso de plástico 

transparente. Las plantas se trasladan a un invernadero tipo capilla que cumple 

con las siguientes condiciones de cultivo: i) temperatura: 24º C  2º C (diurna), 20º 

C  2º C (nocturna), humedad relativa: 45-65% (diurna), 75-90% (nocturna), y ii) 

luz natural suplementada con lámparas de mercurio de 400 w para mantener un 

fotoperiodo de día largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad). Se riega a demanda con 

la siguiente solución nutritiva: 0,15 g/L de PO4H3, 0,82 g/L de Ca(NO3)2, 0,20 g/L 

de NO3K, 0,35 g/L de SO4K2, 0,24 g/L de SO4Mg y 0,1 g/L de BMX 

(micronutrientes). A los 15 días se puede retirar el vaso de plástico y trasferir la 

planta a un recipiente de cultivo de mayor calibre (polietileno negro Ø: 28 cm, 

capacidad 12 L, Maceflor). A partir de este momento, las necesidades de riego se 

cubren mediante fertirrigación (la solución nutritiva es la descrita anteriormente), 

colocando 2 goteros por maceta (el número y duración de los riegos varia con el 
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estadio de desarrollo de la planta, incrementándose el número y la extensión de 

los mismos en función de los requerimientos hídricos de la planta). 

3.4. Obtención de progenies a partir de plantas mutantes  

La obtención de retrocruces es una práctica habitual en un mutante 

dominante. La polinización cruzada entre las plantas se realiza aplicando polen de 

la flor donadora (obtenido en el estadio de desarrollo en el que las anteras están 

dehiscentes, es decir, en estadio de antesis) sobre el estigma de la flor receptora 

(en un estadio de desarrollo anterior a la dehiscencia de la antera, es decir, en 

estadio de pre-antesis). Para ello, se recolectan flores en antesis del parental 

donador y mediante la aplicación de golpes repetidos sobre una placa pequeña de 

petri ( = 45 mm, placas Corning), el polen se deposita en el interior de la placa. 

Posteriormente, se emascula la flor receptora para polinizar con el polen 

recolectado. La obtener progenies de autofecundación no se requiere de ninguna 

acción ya que las plantas de tomate son autogamas (i.e. realizan 

autopolinización).  

3.5. Análisis genético de líneas T-DNA y determinación de co-segregación 

La caracterización genética se ha llevado a cabo con progenies procedentes 

de autofecundación o retrocruce (apartado 3.2.8). Se contabilizó el número de 

plantas con un fenotipo diferencial (i.e. resistencia y sensibilidad a la kanamicina, 

o fenotipo WT y fenotipo mutante), y las segregaciones se analizaron mediante el 

test 2, cuya fórmula es la siguiente: 2 = ∑ (Oi – Ei)2  Ei, donde Oi hace 

referencia a cada valor observado y Ei a cada valor esperado.  

Para demostrar cosegregación entre un inserto con nptII funcional 

(resistencia a la kanamicina) y la mutación hay que comprobar, en un número 

suficiente de plantas, que ninguna de las plantas con fenotipo mutante es sensible 

a la kanamicina. Para mutaciones dominantes, lo más eficaz es analizar la 

progenie de retrocruce entre el WT y una planta mutante portadora de una sola 

copia de nptII. En este caso, basta con comprobar que 5 plantas mutantes son 

resistentes a la kanamicina para demostrar la existencia de co-segregación con 

una probabilidad de fallo del 3,13%. 

3.6. Caracterización de líneas T-DNA 

Para la identificación de mutaciones dominantes, semidominantes o aditivas, 

tras la aclimatación y trasplante de los transformantes primarios, las plantas se 
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cultivan en invernaderos de cristal tipo capilla (apartado 3.2.7). La caracterización 

fenotípica se ha llevado a cabo evaluando caracteres básicos relacionados con el 

desarrollo vegetativo (i.e.: morfología, aspecto, color y tamaño de las hojas, 

grosor del tallo, número de fitómeros hasta la primera inflorescencia y entre 

inflorescencias, distancia hasta la primera inflorescencia y entre inflorescencias en 

las siete primeras inflorescencias, o altura de la planta a lo largo del tiempo) y con 

el desarrollo reproductivo (i.e.: tamaño y color de la flor y de los diferentes 

verticilos florales, alteraciones en algún verticilo, número de flores por 

inflorescencia, número de frutos por inflorescencia, tamaño y color del fruto, y 

número de semillas por fruto). 

3.6.1. Caracterización del desarrollo reproductivo 

3.6.1.a. Caracterización de flores: estadios del desarrollo floral 

En diferentes experimentos se han seleccionado estadios en los que se 

pudieran analizar cambios relevantes en la génesis de los verticilios reproductivos 

(i.e. tercer y cuarto verticilio). Los experimentos realizados en la Tesis doctoral 

contemplan todos o algunos de los siguientes estadios del desarrollo floral: botón 

floral (BF1 = flores de 5 mm; BF2 = flores de 7 mm y BF2 = flores de 9 mm), pre-

antesis, antesis y post-antesis (5 días posteriores a la antesis). En los estadios de 

BF la flor se encuentra aún cerrada y el polen se encuentra en etapa de tétrada 

(BF1), microspora vacuolada (BF2) y polen medio (BF3). Por lo que respecta a los 

óvulos, entre el estadio de BF1 y BF2 se ha iniciado el desarrollo del tegumento 

de los óvulos, y algunos óvulos han iniciado la meiosis; mientras que en el estadio 

BF3 la mayoría de los óvulos han iniciado la meiosis y en algunos se empieza a 

diferenciar el saco embrionario. En el estadio de pre-antesis los sépalos y los 

pétalos ya se han abierto y exhiben un ángulo de apertura de unos 45º. En este 

estadio, el cono estaminal es aun de color verde. Los granos de polen inician la 

diferenciación de los núcleos vegetativo y generativo, y empiezan a acumular 

cuerpos lipídicos. Los óvulos, de tipo anátropo, se encuentran completamente 

diferenciados. En el estadio de antesis los sépalos y los pétalos se han abierto 

completamente y exhiben un ángulo de apertura de 180º. En este estadio, el cono 

estaminal es de color amarillo, se produce la dehiscencia de las anteras (apertura 

de los sacos polínicos) y liberación del polen. En el estadio de post-antesis (+5 
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días), los pétalos y el cono estaminal comienzan a senescer y los tejidos del 

ovario se encuentran en fase de intensas divisiones celulares. 

3.6.1.b. Evaluación del tamaño del ovario 

En el mutante Alq se evaluó el calibre de los ovarios de flores en los 

siguientes estadios del desarrollo floral: 5 y 2 días previos a la antesis floral, y en 

estadio de antesis. Para ello, se recolectaron 15 flores de cada línea (WT y Alq) 

en cada uno de los estadios florales descritos anteriormente, se eliminaron los 

tres verticilos externos, dejando al descubierto los ovarios que se fotografiaron en 

una lupa (Leica MZFLIII). El diámetro de los ovarios se midió con el programa 

informático ImageJ. 

3.6.1.c. Análisis de la viabilidad de los granos de polen 

Para analizar la viabilidad de los granos de polen se utilizaron varios 

métodos: i) el método de fijación y tinción de los cromosomas con una solución de 

acetato de carmín o con 2,3,5-triphenil tetrazolium chloride (TTC), ii) tinción con 

Diacetato de Fluoresceína (FDA), iii) tinción con DAPI (4,6-diamino-2-

phenylindole) y iv) germinación in vivo de tubos polínicos.  

i) El acetato de carmín y el tetrazoilo tiñen los granos de polen viable de 

color rojo o rojo intenso-violeta respectivamente. Para realizar el análisis, se 

colocan los granos de polen sobre un portaobjetos y se añade una gota de la 

solución (acetato de carmín o tetrazolio). Tras la tinción, las muestras se observan 

al microscopio óptico. La solución de acetato de carmín se prepara diluyendo 0,05 

g de carmín en 10 mL de ácido acético glacial al 45%, calentando hasta la 

ebullición. Posteriormente, la preparación se filtra a través de una malla con poros 

de 15-20 µm para eliminar los residuos sólidos no diluidos. A continuación, se 

diluye en glicerol al 30% (proporción 1:1). La solución de Tetrazolio (TTC) se 

prepara diluyendo 0,1 gramos de la sal en agua destilada a un pH comprendido 

entre 6,5-7,5. Las soluciones deben guardarse a temperatura ambiente en 

oscuridad o en botellas de color ámbar para protegerlas de la luz. Esta prueba se 

realizó con polen de flores en estadio de antesis. 

ii) El Diacetato de Fluoresceína (FDA) permite distinguir entre células vivas y 

muertas mediante fluorescencia (Microscopio Óptico Leica DM5000 B con 

lámpara de mercurio). Para analizar la viabilidad, se extrae el polen, se añaden 10 
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μL de FDA y sobre la preparación se coloca un cubreobjetos para ser analizada 

en el microscopio. Esta prueba se realizó con polen de flores en estadio de 

antesis. 

iii) El DAPI es un fluorocromo específico de tinción del ADN que permite 

observar los núcleos de las microsporas/polen. Para el análisis de la viabilidad de 

los granos de polen (en distintos estadios), se extraen las anteras y se cortan en 

finas secciones sobre un portaobjetos, se añaden 10 μL de DAPI y sobre la 

preparación se coloca un cubreobjetos al que se le aplica una leve presión. 

Posteriormente se analiza la preparación al microscopio (Microscopio Óptico 

Leica DM5000 B con lámpara de mercurio). Esta prueba se realizó con polen de 

flores en estadios de BF (1, 2 y 3), pre-antesis y antesis. 

iv) Para la prueba de viabilidad de polen mediante la germinación del tubo 

polínico en pistilos se realizan polinizaciones manuales con el polen que se desea 

analizar sobre el estigma de flores en estadio de pre-antesis. Transcurrido un 

determinado número de horas (8, 24, 48 horas), se recolectan los pistilos y se 

fijan en FAE (10% de formaldehído al 37%, 5% de ácido acético glacial, 50% de 

etanol absoluto y 35% de agua destilada). Para eliminar el fijador se lava con 

agua durante un periodo de 3-6 horas, se trata con NaOH 1N durante un periodo 

de 6 horas (para reblandecer el tejido), y de nuevo se lava con agua. 

Posteriormente se añade una gota de azul de anilina (al 0,1% w/v en K3PO4 0,1N) 

sobre el cada pistilo y se coloca un portaobjetos. Tras 20 minutos de incubación 

en condiciones de oscuridad se puede visualizar el desarrollo de los tubos 

polínicos que emiten fluorescencia en un microscopio con lámpara de mercurio 

(Leica DM5000 B). 

3.6.1.d. Análisis histológicos 

Para realizar la inclusión en parafina, las muestras se fijan en FAE 

inmediatamente después de su recolección. Posteriormente, se someten a dos 

pulsos de vacío, de 5 min cada uno, se les cambia la solución de fijación y se 

mantienen en esta solución entre 4 y 16 h a 4ºC. Tras la fijación, los tejidos se 

deshidratan mediante lavados de 30 min en etanol a concentraciones crecientes 

(15%, 30%, 50%, 70%). A partir de esta etapa las muestras se pueden conservar 

a 4ºC en etanol al 70% indefinidamente. La inclusión en parafina se realiza 

mediante series de etanol 100%:Histo-Clear, Histo-Clear e Histo-Clear:parafina 

(Histo-Clear, histological clearing agent, National Diagnostic) durante 4 horas en 
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cada paso, hasta llegar a parafina pura (Paraplast embedding media, Sigma), 

donde se mantienen a 58ºC durante 2 días, realizando 3 cambios de parafina 

cada día. En este momento, la parafina con las muestras se vierte en moldes 

adecuados que se almacenan a 4ºC hasta la realización de los cortes. 

Para realizar los cortes, las muestras incluidas en parafina se seccionan en 

un microtomo rotatorio Microm a un espesor de 0,8 μm. Los cortes que se 

obtienen se colocan en un baño de agua a 37ºC y se montan sobre portaobjetos 

de adhesión, Polysine® (Thermo scientific). Posteriormente se secan sobre una 

placa térmica a 40ºC durante 24 h. 

A la sección de tejido incluido en parafina sobre el portaobjetos de adhesión 

se le elimina la parafina en Histo-Clear durante 10 min, luego se rehidrata en 

soluciones decrecientes de etanol/agua (100% - 10 min, 90% - 5 min, 70% - 5 

min, 50% - 5 min), y finalmente en agua destilada durante 10 min. La tinción de 

las secciones sin parafina se realiza con azul de toludina 0,01% en agua, durante 

4 min. Después se realiza un lavado con agua destilada para eliminar el exceso 

de colorante. Las observaciones y registro fotográfico de los cortes histológicos 

que se presentan en esta Tesis se han realizado en el Microscopio Óptico Leica 

DM5000 equipado con una cámara fotográfica Nikon. 

En los cortes histológicos realizados en los ovarios del mutante Alq se 

estimó el tamaño de las células pericárpicas y el grosor del pericarpo de ovarios 

en estadio de antesis floral. Respecto al tamaño de las células, en secciones 

transversales se midió el diámetro mayor de 25 células/ovario en un total de 6 

ovarios (150 células). El espesor del pericarpo se determinó en 6 ovarios de cada 

línea (WT y Alq) y en cada ovario se midieron 4 regiones sobre la base de un 

sistema de referencia cartesiano. Además, se determinó el número de capas 

celulares en el pericarpo, contabilizando el número de células a través del 

pericarpo a lo largo de una línea perpendicular a la epidermis y el endocarpo 

(evitando las zonas en las que se encuentran los haces vasculares). 

3.7. Injertos 

Para realizar injertos, previamente se siembran semillas pre-germinadas en 

macetas de plástico (polietileno negro Ø: 9 cm, Os-plastic) que contiene fibra de 

coco estéril (fibra de ¾ de Cocoterra). A los 7-15 días de la emergencia, se 

seleccionan las plántulas con un grosor de hipocotilo similar, y se eliminan los 

cotiledones y las hojas desarrolladas dejando solo el ápice meristemático. 
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Posteriormente se realiza un corte bisel con la ayuda de un bisturí. Para la 

sujeción del injerto se emplea una pinza de silicona. 

3.8. Emasculación de flores 

Para la evaluación del cuajado de fruto en ausencia de polinización se 

seleccionan flores en estadios previos a la antesis floral y se les elimina el tercer 

verticilo de las anteras para evitar polinización accidental. Para evaluar el cuajado 

prematuro del mutante Alq se emascularon en torno a 70 flores de cada línea (WT 

y Alq).  

3.9. Evaluación de la producción 

Se utilizaron 6 plantas de cada genotipo (WT o Alq) en cada uno de los dos 

experimentos o condiciones (sin o con sal). Las semillas, previamente pre-

germinadas (apartados 3.2.1 y 3.2.2), se transfirieron directamente a macetas (Ø: 

28 cm, capacidad 12 L, Maceflor) con fibra de coco. El cultivo de las plantas se 

realizó en invernadero tipo capilla con las condiciones de cultivo que se describen 

en el apartado 3.2.7. La fertirrigación se realizó tal y como se describe en el 

apartado 3.2.7, con la diferencia de que la solución de fertirrigación de las plantas 

sometidas a estrés salino se suplementó con un 50 mM de NaCl. El tratamiento 

salino se inició cuando las plantas habían desarrollado 4 hojas verdaderas y se 

mantuvo a lo largo de todo el cultivo. Se evaluaron los siguientes parámetros: 

flores y frutos por inflorescencia (en las primeras 7 inflorescencias), y peso de los 

frutos recolectados. A partir de las flores y frutos por inflorescencia se pudo 

determinar la tasa de cuajado [(nº frutos / nº flores) x 100] de cada una de las 7 

inflorescencias de cada planta. El promedio de las tasas de cuajado de las 7 

inflorescencias permitió determinar la tasa de cuajado por planta, y el promedio de 

la tasa de cuajado de las 6 plantas permitió determinar la tasa de cuajado por 

línea. La suma de los pesos de los frutos de cada planta permitió determinar la 

producción por planta, y el promedio de la producción de las 6 plantas permitió 

determinar la producción por línea. 

3.10. Cuantificación endógena de hormonas 

La extracción y cuantificación de hormona la llevó a cabo el Servicio de 

Cuantificación de Hormonas del IBMCP (instituto de Biología Molecular y Celular 

de Plantas, centro mixto UPV-CSIC). Para ello, se tomaron muestras de entre 100 
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y 200 mg de tejido fresco (3 réplicas biológicas por cada genotipo) y se molieron 

con ayuda de nitrógeno líquido. El protocolo utilizado en este análisis incluye, la 

extracción y purificación de las muestras con 2-3 columnas de extracción en fase 

sólida (SPE; de fase reversa e intercambio iónico), el uso de estándares internos 

deuterados (excepto para el caso de JA, que se utilizará dihidrojasmónico), y el 

análisis mediante UPLC-espectrometría de masas (UPLC acoplada a Q-Exactive, 

Orbitrap). Las hormonas que se cuantificaron fueron las siguientes: i) giberelinas 

(GAs): las dos GAs bioactivas de la ruta de biosíntesis (GA1 y GA4), ii) hormonas 

ácidas: ácido jasmónico (JA), ácido salicílico (SA), ácido indol-3-acético (IAA) y 

ácido abscísico (ABA), y las citoquininas dihidrozeatina (DHZ), isopenteniladenina 

(iP) y trans-zeatina (tZ). 

3.11. Análisis de expresión de genes mediante PCR cuantitativa a tiempo 

real (RT-qPCR) 

El análisis de expresión génica se llevó a cabo mediante PCR cuantitativa en 

tiempo real (RT-qPCR) en la Universidad de Almería bajo la supervisión del grupo 

del Dr. Lozano. Se utilizaron flores en los estadios de pre-antesis, antesis y cinco 

días posteriores a la antesis. Los oligonucleótidos se diseñan utilizando el 

programa Primer Express v.2.0 (Applied BiosystemsTM) a partir de las regiones 

específicas de cada gen (tabla 1). 

La preparación del RNA total a partir de las muestras se lleva a cabo usando 

el reactivo Trizol (Invitrogen, acorde a las instrucciones del manual). La 

contaminación de ADN se eliminó usando el kit DNA-freeTM (Ambion). El RNA 

total se usó para la síntesis de cDNA mediante una transcriptasa reversa ML-MLV 

(Invitrogene) y una mezcla al azar de cebadores hexamer y oligo (dT) (18-mer). 

Para el análisis de expresión por RT-PCR se utilizaron parejas específicas de 

cebadores de cada gen, el kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

y el equipo de PCR Real Time PCR 7300 (Applied biosystems). La recopilación y 

análisis de los datos se abordó a través del sistema 7300 Sequence detection 

Software v1.2 (Applied Biosystems). Los resultados se expresaron en unidades 

arbitrarias por comparación con el control mediante el método de cálculo ΔΔCt. El 

gen Ubiquitina3 se usó como control en todos los análisis de expresión de genes. 

La ausencia de contaminación de DNA genómico en los ensayos de RT-PCR se 

demostró usando un amplicón específico de tomate (una secuencia intrónica) 

como control. 
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Tabla 1. Cebadores usados para las PCR cuantitativa a tiempo real y tamaño esperado del 
amplicón (pb) 

Abreviación (Gen) Número accesión 
Cebadores de las secuencias directa (F) e 

inversa (R) 
Tamaño 

(pb) 

LeSPL Solyc07g063670.2 
F-ACCCCACCAACTCACAAAAT 
R-TCCTGAGGAATAGGGTGATGA 

92 

SlGA20ox1 Solyc03g006880.2 
F-TGCATCTCATATGAAACGTGAG 
R-TGAAGTTGTTGTACTAAGGCACA 

90 

SlGA20ox2 Solyc06g035530.2 
F-AAAAATGAATCGAACATTCCTAGA 
R-CGGAACATCAAGTTCACCAA 

84 

SlGA20ox2 Solyc11g072310.1 
F-TCATTGATGAAAAACGAGTCAAA 
R-GGTCATTTGAAAGTACCCCACT 

133 

SlGA3ox1 Solyc06g066820.2 
F-CATGCATGGACATCATCAAA 
R-TCGAGGTCGATCACTGGAAT 

80 

SlGA3ox2 Solyc03g119910.2 
F-AAATCCTCATTGGACGACGA 
R-CTGGAATGGACTCCGCATTA 

55 

SlGA2ox1 Solyc05g053340.2 
F-TCACCCCATGCTAGAATTTGTTG 
R-TGGTGTTGTAGTGACCAATTCTAAGG 

51 

SlGA2ox2 Solyc07g056670.2 
F-GAAAAAATTGCAGCCTCATAATAATTT 
R-TCCTAACATGGTGGGACTTTGTC 

70 

SlIAA9 Solyc04g076850.2 
F-CACAAAAACGGGTGAAGAGC 
R-TGCTGAGCTATCCAAGACCA 

88 

SlARF7 Solyc07g042260.2 
F-GTTTGGAATTGAGGGACAGC 
R-AAGGATCGTCACCAACAAGC 

101 

SlARF8 Solyc03g031970.2 
F-CCCGAGGATGTGCAGAAACT 
R-GCGGTTTAGGGATCCAACCT 

51 

TAG1 Solyc02g071730.2 
F-CTTGATGCCAGGGAGTTCAT 
R-ATCGAATTGCTGAGGTGGAG 

61 

ALQ (TAGL1) Solyc07g055920 
F-AAAAGAGGGAGATTGAGCTGC 
R-CTCTACCTCTGCTATCTTTGCG 

64 

TAGL6 Solyc01g093960.2 
F-TAACCCCACCTCCCCTATTC 
R-CTCTCCCTCTCCCCATTTTT 

105 

CycA1 Solyc11g005090.1 
F-TACTCTACTGTTTTTCTCTGGCT 
R- TCAGTTGGGATGTTCTTCTCA 

160 

CycD3 Solyc02g092980.2 
F-GAACATCAACTCCACCCCC 
R- GAAAACTCCACCAATCCCAT 

53 

CDKA1 Solyc08g066330.2 
F-CATAGTTTTGCCTGGAGTGG 
R-AGCCTGCGTCATCAAGAAAT 

85 

SlWUS Solyc02g083950.2 
F- CCCATGTGAAGATGGTGATG 
R- CTTCCATGCAAATGATTCCA 

110 

3.12. Tratamiento estadístico de los datos 

El tratamiento estadístico se llevó a cabo comparando los valores medios de 

cada parámetro mediante el test de Fisher (diferencia mínima significativa) con un 

nivel de probabilidad del 5%. 



 

 

 

4. Resultados 

 

 

4.1. Lower fruit setting 2084 (Lfs2084): comentarios previos 

En el contexto de esta Tesis Doctoral se identificó un mutante de naturaleza 

dominante, al que denominamos Lower fruit setting 2084 (Lfs2084), en el que 

prácticamente no había cuajado de frutos. Ante la imposibilidad de obtener 

progenies de autofecundación y con el objetivo de llevar a cabo el análisis 

genético y fenotípico del mutante, realizamos retrocruces con el WT en las dos 

direcciones, es decir, empleando polen de plantas WT para polinizar pistilos de 

plantas mutantes (Lfs2084 x WT) y polinizando los pistilos del WT con polen 

mutante (WT x Lfs2084). Sin embargo, sólo pudimos obtener unos pocos frutos a 

partir del cruce Lfs2084 x WT. Mediante el análisis de viabilidad del polen con 

acetato de Carmín pudimos ver que la mayoría de los granos de polen de las 

plantas mutantes se encontraban dañados (figura 14), lo que explicaba que no 

hubiéramos podido obtener frutos a partir del cruce WT x Lfs2084. La 

caracterización del mutante Lfs2084 se inició, pues, con la progenie procedente 

del cruce Lfs2084 x WT. 

 
Figura 14. Ensayo in vitro de viabilidad del polen en el WT (A) y en el mutante 
Lfs2084 (B). 



60  Resultados 
 

 

4.1.1. Caracterización del mutante Lfs2084 

Para llevar a cabo el análisis del modo de herencia y caracterizar el fenotipo 

de las plantas mutantes se cultivaron 35 plantas procedentes del retrocruce 

Lfs2084 (♀) x WT (♂). Además, con el objetivo de determinar el número de 

insertos funcionales (i.e. insertos de T-DNA con un gen nptII funcional), antes de 

llevar las plantas mutantes al invernadero, se analizó la resistencia a la 

kanamicina de cada una de ellas. Acorde a lo cabe esperar en la progenie de 

retrocruce de un mutante dominante, los datos se ajustaron a una segregación 

fenotípica 1 WT : 1 Lfs2084 (tabla 2). 

Tabla 2. Análisis genético del mutante Lfs2084. A) Segregación fenotípica en la progenie de 
retrocruce. B) Resistencia o sensibilidad a la kanamicina (Km) de plantas de la progenie de 
retrocruce de fenotipo WT y mutante. C) Análisis 2 de la segregación fenotípica para una 
segregación esperada 1 WT : 1 M, y análisis 2 de la segregación para el carácter resistencia a la 
kanamicina. Se contemplan las segregaciones 3 KmR :1 KmS, 7 KmR :1 KmS y 15 KmR :1 KmS, bajo 
los supuestos de 2, 3 o 4 copias de T-DNA respectivamente. 

  WT (♂) (X) Lfs2084 (♀)  

  
 ↓  

 

A WT Lfs2084 

Observado fenotipo 15 20 

B KmR KmS KmR KmS 

Observado KmR : KmS 11 4 20 0 
 

C 

WT : M = 15 : 20  2 (1:1) = 0,71 (<2 
1 g.l. (5%) = 3,84)  

KanR : KanS = 31 : 4  2 (3:1)    = 3,44 (<2 
1 g.l. (5%) = 3,84) 

 2 (7:1)    = 0,23 (<2 
1 g.l. (5%) = 3,84) 

 2 (15:1) = 1,60 (<2 
1 g.l. (5%) = 3,84) 

Por otro lado, el análisis genético de resistencia a la kanamicina indicó que 

no había motivos para descartar la existencia de 2, 3 o 4 insertos con un gen nptII 

funcional en el mutante (tabla 2). 

Por lo que respecta a la caracterización fenotípica de las plantas mutantes, 

evaluamos una serie de parámetros relacionados con el desarrollo vegetativo y 

reproductivo que nos permitieron detectar los caracteres más importantes que 

hacían distintivo al mutante respecto al WT. En relación con los caracteres del 

desarrollo vegetativo, no detectamos diferencias relevantes en el número de 

fitómeros entre inflorescencias y la distancia entre inflorescencias (figuras 15A y 

15B). Tampoco detectamos diferencias en el tamaño de las hojas, aunque 



Resultados  61 
 

 

pudimos apreciar que las hojas de las plantas mutantes eran de un color verde 

más intenso y desarrollaban más tricomas que las del WT (figura 15C). 

 

Figura 15. Evaluación de caracteres del desarrollo vegetativo en el WT y el mutante Lfs2084. 

A) Número de fitómeros entre inflorescencias desde la base hasta la primera inflorescencia (0-1) 
y entre inflorescencias (1-2, 2-3,…). B) Distancia entre inflorescencias desde la base hasta la 
primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3,…). C) Hojas del WT (izda.) y del 
mutante (dcha), y detalle de la densidad de tricomas (parte inferior) en el peciolo de la hoja del 
WT (izda.) y del mutante (dcha.). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Escala de barras: 1 cm 

Respecto a los caracteres del desarrollo reproductivo, observamos que el 

mutante Lfs2084 desarrollaba menos flores que el WT en la mayoría de las 

inflorescencias (figura 16A). Por planta, el número medio de flores por 

inflorescencia era ligeramente más bajo en el mutante, pero las diferencias no 

eran significativas a nivel estadístico (tabla 3). Lo más notable fue que la tasa de 

cuajado de las plantas mutantes era muy baja o nula en casi todas las 

inflorescencias (figura 16B). Por planta, la tasa de cuajado promedio resultó 

significativamente más baja en las plantas mutantes. En efecto, como se puede 

ver en la tabla 3, las plantas de fenotipo WT exhibieron una tasa de cuajado del 

35%, mientras que la tasa de cuajado del mutante Lfs2084 fue del 6%.  
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Figura 16. Evaluación de caracteres del desarrollo reproductivo en el WT y el mutante 
Lfs2084. A) Número de flores en las primeras 7 inflorescencias. B) Tasa de cuajado en las 
primeras 7 inflorescencias. C) Inflorescencia del WT (izda.) y del mutante (dcha). Se muestra 
una inflorescencia del WT en la que cuajan todos los frutos y una de las más frecuentes en el 
mutante, es decir, sin cuajado de fruto. D) Detalle de la ausencia de cuajado en la 
inflorescencia mutante. Nótese que donde no se produce cuajado tampoco se han 
desarrollado falsos frutos. 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Escala de barras: 1 cm 

Tabla 3. Flores y frutos por inflorescencia, y tasa de cuajado en plantas WT y 
Lfs2084. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Parámetros WT Lfs2084 

Flores por inflorescencia 13,00 ± 1,25 (a) 10,21 ± 0,72 (a) 

Frutos por inflorescencia 4,61 ± 0,71 (a) 0,71 ± 0,29 (b) 

Tasa de cuajado (%) 35,30 ± 3,62 (a) 6,40 ± 2,29 (b) 
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4.1.2. Identificación de un inserto responsable del fenotipo mutante 

Como se puede ver en la tabla 2, el análisis de la progenie resultante del 

retrocruce entre Lfs2084 y el WT indicó que todas las plantas de fenotipo mutante 

eran resistentes a la kanamicina, mientras que entre las WT algunas eran 

resistentes y otras eran sensibles. Sin embargo, el análisis de los datos indicó que 

no había motivos para descartar la existencia de 2, 3 o 4 insertos funcionales en 

el mutante (tabla 2). A partir de las plantas mutantes se obtuvo algún fruto de 

autofecundación (tabla 3) aunque las pocas semillas que contenían eran 

mayormente inviables. Teniendo en cuenta estos problemas, decidimos realizar 

cruzamientos manuales con el WT en las dos direcciones, es decir, utilizando el 

mutante como donador y como receptor de polen. El objetivo era identificar alguna 

progenie procedente de estas plantas de retrocruce que sólo segregara para un 

inserto funcional, lo que nos facilitaría el análisis de co-segregación entre el 

inserto y el fenotipo mutante. Se obtuvieron progenies de cruzamiento de la mayor 

parte de las plantas mutantes, pero los resultados más relevantes se resumen en 

la tabla 4.  

Tabla 4. Resistencia o sensibilidad a la kanamicina (Km) en progenies de cruzamientos entre 
plantas mutantes (i.e. Lfs2084-2, 5 y 7) y el WT; y análisis 2 de las segregaciones 1 KmR :1 
KmS, 3 KmR :1 KmS y 7 KmR :1 KmS, resultantes de la inserciones de 1, 2 y 3 insertos 
respectivamente. 
Notas: 1) Las plantas mutantes (i.e. Lfs2084-2, 5 y 7) son las que se obtuvieron en el retrocruce entre el 

mutante dominante y el WT (tabla 2). 

2) 2 
t
 
1 g.l. (5%) = 3,84 

Cruzamiento Resistencia a kanamicina 1 inserto 2 insertos 3 insertos 

♀ ♂ KmR KmS 2 (1R : 1S) 2 (3R : 1S) 2 (7R : 1S) 

Lfs2084-2 WT 13 5 3,56 0,07 2,68 

WT Lfs2084-5 0 22 - - - 

Lfs2084-7 WT 5 9 1,14 11,52* 28,58* 

WT Lfs2084-7 0 26 - - - 

La mayor parte de las líneas que se analizaron exhibían patrones de 

segregación similares a los resultantes del cruzamiento entre la planta mutante 

Lfs2084-2 y el WT (tabla 4). En esta progenie, el análisis de segregación en 

medio con kanamicina indicaba que Lfs2084-2 podía contener 1, 2 o 3 insertos 

funcionales. Los resultados más interesantes resultaron de los cruzamientos entre 

las plantas mutantes Lfs2084-5 y Lfs2084-7, y el WT. En el caso de Lfs2084-5, 

sólo se obtuvo semilla utilizando polen del mutante. En realidad, en el momento 
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en el que se realizó ese cruce, casi al final de la cosecha, ya no quedaban 

muchas flores del mutante receptivas para ser polinizadas por el WT, pero tenía 

algunas flores en estadio de antesis. Los resultados de cruce resultaron realmente 

sorprendentes ya que todas las plantas de la progenie de ese cruce resultaron ser 

sensibles a la kanamicina (tabla 4). Conviene tener en cuenta que el mutante 

Lfs2084-5 era resistente a la kanamicina (tabla 2). La progenie del cruce entre la 

planta Lfs2084-7 (♀) y el WT (♂) se ajustaba a una segregación 1 : 1, acorde con 

la presencia de un inserto funcional en la planta Lfs2084-7, y los resultados 

descartaban la posibilidad de que esa planta tuviera más de un inserto funcional 

(tabla 4). Esta línea era la más adecuada para determinar la existencia de co-

segregación entre el inserto y la mutación. Para nuestra sorpresa, lo que 

observamos fue que la progenie resultante del cruce en la dirección inversa (i.e. 

Lfs2084-7 como donador de polen y WT como receptor) era, al igual que ocurría 

en la progenie del cruce Lfs2084-5 x WT, completamente sensible a la kanamicina 

(tabla 4). Este resultado nos dio la pista para entender lo que ocurría. Los 

resultados sugerían que el único T-DNA presente en la planta Lfs2084-7 promovía 

letalidad del gameto masculino (ver figuras 17 y 18). 

Para ilustrarlo de una forma gráfica, representaremos el único inserto de T-

DNA con la letra A, y el alelo nulo del WT correspondiente al mismo locus con esa 

letra minúscula (a). Por tanto, una planta transgénica con un único inserto de T-

DNA tendrá el 50% de sus granos de polen con T-DNA (A) y el otro 50% sin T-

DNA (a); y lo mismo ocurrirá en los óvulos (figura 17). 

 

Figura 17. Ilustración simple de un ovario en el que los círculos blancos serían 
los óvulos y los amarillos los granos de polen. Si “A” representa el único T-DNA 
de esa planta y “a” el alelo nulo del WT, el 50% de los granos de polen 
contendrán el T-DNA y lo mismo ocurrirá en los óvulos. 

  

A a

A a

ÓvuloOvario

Antera

Grano de polen
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Figura 18. Cruzamientos entre una planta mutante (i.e. Lfs2084-7) con 1 
inserto funcional (A) y el WT. 1) Cruce entre el WT como donante de polen (♂) 
y el mutante como receptor (♀). El 50% de la progenie contiene el inserto 
funcional que promueve la mutación dominante. 2). Cruce entre el WT como 
receptor de polen (♀) y el mutante como donador (♂). El polen del mutante con 
el inserto funcional es inviable, por lo que ninguna planta de la progenie 
contiene T-DNA y, por tanto, es sensible a la kanamicina. 

Los datos de segregación obtenidos hasta el momento (tabla 2 y tabla 4) 

sugerían que el mutante podía ser insercional. Para verificarlo, se transfirieron a 

invernadero todas las plantas procedentes de los dos cruces entre el WT y el 

mutante Lfs2084-7 (tabla 4). Pudimos comprobar que todas las plantas 

resistentes a la kanamicina del cruce Lfs2084-7 (♀) x WT (♂) exhibían el fenotipo 

mutante (tabla 5). Estas plantas tenían hojas de color verde más intenso y con 

a a

a a

Aa

a

Aa

A

a a

WT (♂) X Lfs2084 (♀)

50% aa (WT) + 50% Aa (Lfs2084)

Inviable

WT (♂) X Lfs2084 (♀)

100% aa (WT)

1

2
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más tricomas que las del WT; además, el cuajado era muy bajo o nulo en casi 

todas las inflorescencias (figura 19B). Por otro lado, todas las plantas sensibles a 

la kanamicina de los cruces Lfs2084-7 (♀) x WT (♂), y WT (♀) x Lfs2084-7 (♂) 

eran de fenotipo WT (figura 19A). Además, vimos que el color de los pétalos de 

las flores mutantes era más pálido (figura 19C vs 19D).  

Tabla 5. Caracterización del fenotipo de las plantas procedentes de 
los cruzamientos entre el WT y el mutante Lfs2084-7, previamente 
evaluadas para la resistencia a la kanamicina (tabla 4). 

Lfs2084-7 (♀) x WT (♂) KmR KmS 

Observado KmR : KmS 5 9 

Observado fenotipo M (Lfs2084) WT 

   

WT (♀) x Lfs2084-7 (♂) KmR KmS 

Observado KmR : KmS 0 26 

Observado fenotipo M (Lfs2084) WT 

 
Figura 19. Inflorescencias y flores de plantas WT-KmS (A y C) y Lfs2084-7- 
KmR (B y D). En los sépalos de la flor mutante se aprecia con claridad la 
mayor densidad de tricomas. 
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En definitiva, los resultados indicaron que el único inserto de Lfs2084-7 co-

segrega con el fenotipo mutante y promueve tanto letalidad del gameto masculino 

(figura 18) como menor tasa de cuajado de fruto (figura 19B). 

4.1.3. Pruebas de viabilidad del polen in vitro y análisis de histología en 

flores 

Para ver si éramos capaces de visualizar algún tipo de alteración en los 

granos de polen del mutante, realizamos un análisis de viabilidad de polen in vitro 

con tetrazolio en flores de plantas WT y del mutante Lfs2084-7. 

 
Figura 20. Ensayo in vitro de viabilidad del polen en el WT (izda) y Lfs2084-7 
(dcha). En torno al 50% del polen del mutante es inviable (la flecha señala uno de 
los granos de polen dañados). 

Los resultados del análisis indicaron que en torno a la mitad de los granos de 

polen del mutante Lfs2084-7 era aberrante y no se teñía, mientras que estas 

alteraciones no se observaron en los granos de polen del WT (figura 20). Los 

resultados de la prueba de viabilidad de polen parecían confirmar, pues, las 

conclusiones derivadas de los análisis de segregación en los dos cruces del 

mutante Lfs2084-7 con el WT.  

Con el objetivo de determinar en qué momento de la androgénesis se 

producía la degeneración de los granos de polen en el mutante, realizamos cortes 

histológicos en diferentes estadios del desarrollo floral. No detectamos 

alteraciones en los tejidos que componen la antera ni tampoco diferencias de 

tamaño. Tampoco parecía que el número de granos de polen producidos en las 

anteras de WT y del mutante fuese distinto. Sobre la base de las evidencias 

fotográficas, la principal diferencia radicaba en la degeneración de los granos de 

polen que se podía visualizar claramente a partir del estadio de pre-antesis (figura 

21). En este estadio del desarrollo floral, los granos de polen del WT, que se 

encuentran en la etapa de polen bicelular temprano, eran de morfología esférica y 
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exhibían una tinción azul opaca, mientras que un alto porcentaje (~ 50%) de los 

del mutante eran de morfología irregular y diáfanos en lo que a la tinción se 

refiere. En estadio de antesis se observaron las mismas diferencias entre el WT y 

el mutante. En efecto, aproximadamente la mitad de los granos de polen maduro 

del mutante tenía la misma morfología y tinción que los del WT mientras que la 

otra mitad exhibía claras anomalías (figura 21). En definitiva, los granos de polen 

no parecían exhibir alteraciones durante la microsporogénesis, pero degeneraban 

durante la etapa de microgametogénesis. 

 
Figura 21. Secciones longitudinales de sacos polínicos del WT y del mutante Lfs2084-7 
en estadios florales de pre-antesis y antesis (las flechas señalan algunos de los granos 
de polen que han degenerado).  

También se realizó un análisis histológico de los ovarios. No se observaron 

diferencias entre el WT y el mutante ni en el tamaño ni en la morfología de los 

óvulos (figura 22).  

 
Figura 22. Detalle de los óvulos del WT y del mutante Lfs2084-7 en estadio de antesis. 
SE = Saco embrionario, Fn = Funículo, Pc = Placenta, PO = Pericarpo del ovario 
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Tampoco apreciamos diferencias de tamaño o morfología entre los ovarios 

de plantas WT y mutantes en los estadios de pre-antesis y antesis (Figura 23). Sin 

embargo, en el estadio de post-antesis (5 días después de antesis) podíamos 

apreciar un incremento de tamaño de los ovarios del WT que no se producía en 

los ovarios del mutante, reflejando el inicio del desarrollo del fruto en el WT y la 

ausencia de cuajado en el mutante (figura 23). 

 
Figura 23. Detalle de los ovarios del WT y del mutante Lfs2084-7 en los estadios de 
pre-antesis, antesis y 5 días post-antesis. 

En definitiva, el análisis histológico nos permitió detectar que, a partir del 

estadio de pre-antesis, aproximadamente la mitad de los granos de polen del 

mutante eran inviables. 

4.1.4. Análisis de viabilidad del polen in vivo 

El análisis de viabilidad de polen in vitro con tetrazolio indicó que en torno a 

la mitad de los granos de polen del mutante Lfs2084-7 era de morfología irregular 

y no se teñía. La histología en flores confirmó estos resultados, es decir, en torno 

a la mitad de los granos de polen del mutante parecía inviable. Las evidencias 

fotográficas indicaban que estas alteraciones se producían a partir de la etapa de 

pre-antesis.  

Nos resultó sorprendente que la tasa de cuajado de fruto del mutante fuera 

prácticamente nula con un 50% de polen viable. Para comprobar si los granos de 

polen germinaban y se desarrollaban normalmente, decidimos hacer un análisis 

de la viabilidad del polen in vivo. Se practicaron polinizaciones manuales con 
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polen WT sobre flores WT; y con polen del mutante Lfs2084-7 sobre flores del 

mutante. 

Vimos que el polen WT germinaba y desarrollaba tubos polínicos normales 

en los ovarios WT (figura 24). 

 
Figura 24. Ensayo de viabilidad in vivo de polen WT en pistilos de flores WT. Las 
imágenes se toman en el estigma de la flor (A, B y C) y en la zona de unión del estilo 
con el ovario (D, E y F) a las 8 (A y D), 24 (B y E) y 48 horas de haber realizado la 
polinización. Las flechas señalan la distancia alcanzada por algunos tubos polínicos. 
Escala de barras: 100 µm 

A las 8 horas de haber realizado la polinización, ya se veía que un elevado 

porcentaje de granos de polen WT habían germinado y muchos tubos polínicos 

habían alcanzado la zona basal del estilo de la flor WT, es decir, previsiblemente 

se había producido la fecundación de algún óvulo (figuras 24A y 24B). A las 24 y 

48 horas de la polinización se veía un nutrido número de tubos polínicos que 

habían alcanzado la base del estilo y muy probablemente ya se había producido 

la fecundación de un elevado número de óvulos (figuras 24C-24F). 

Por el contrario, cuando se polinizaban flores del mutante Lfs2084-7 con el 

polen del mutante disminuían significativamente tanto la germinación como el 

desarrollo de los tubos polínicos (figura 25). A las 8 horas de la polinización, se 

veían algunos granos de polen Lfs2084-7 germinados sobre el estima (figura 

25A), pero no se visualizaban tubos polínicos a lo largo del estilo de la flor 

Lfs2084-7 (figura 25B). A las 24 horas aumentaba el número de granos de polen 
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que habían germinado, aunque no de manera significativa (figura 25C), y se veía 

algún tubo polínico que aún no había alcanzado la base del estilo (figura 25D). A 

las 48 horas no había aumentado significativamente el número de granos de 

polen Lfs2084-7 germinados (figura 25E) y algún tubo polínico había alcanzado la 

base del estilo (figura 25F). 

 
Figura 25. Ensayo de viabilidad in vivo de polen Lfs2084-7 en pistilos de flores 
Lfs2084-7. Las imágenes se toman en el estigma de la flor (A, B y C) y en la zona de 
unión del estilo con el ovario (D, E y F) a las 8 (A y D), 24 (B y E) y 48 horas de haber 
realizado la polinización. Las flechas señalan la distancia alcanzada por algunos 
tubos polínicos. 
Escala de barras: 100 µm 

Para evaluar otros factores, como por ejemplo la recepción del polen por el 

estigma o factores dependientes del ovario receptor, que pudieran afectar a la 

germinación del polen o al desarrollo de los tubos polínicos, se realizaron 

polinizaciones recíprocas entre el WT y el mutante. Es decir, se polinizaron flores 

del mutante Lfs2084-7 con el polen WT y, a la inversa, flores del WT con el polen 

mutante. 

Los resultados indicaron que el polen WT era capaz de germinar y 

desarrollar tubos polínicos aparentemente normales en los ovarios del mutante 

(figura 26). A las 8 de la polinización se veían granos de polen WT germinados 

sobre el estima mutante (figura 26A), aunque muchos menos que sobre el estima 

WT (ver figura 24A). Además, a diferencia de lo que ocurría en las flores WT, se 

visualizaban menos tubos polínicos y estos aún no habían alcanzado la base del 
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estilo de la flor mutante (figura 26B). A las 24 horas de la polinización, un elevado 

número de granos de polen habían germinado (figura 26C) y algunos tubos 

polínicos habían alcanzado la base del estilo de la flor mutante (figura 26D). Sin 

embargo, la cantidad de tubos polínicos en la base del estilo de la flor mutante era 

significativamente menor que la que se había observado en las flores WT (ver 

figura 24D). A las 48 horas no se observaba un cambio significativo en el número 

de granos de polen germinados (figura 26E), pero sí que se podían visualizar 

muchos más tubos polínicos alcanzando la base del estilo (figura 26F). 

 
Figura 26. Ensayo de viabilidad in vivo de polen WT en pistilos de flores Lfs2084-7. 
Las imágenes se toman en el estigma de la flor (A, B y C) y en la zona de unión del 
estilo con el ovario (D, E y F) a las 8 (A y D), 24 (B y E) y 48 horas de haber realizado 
la polinización. Las flechas señalan la distancia alcanzada por algunos tubos 
polínicos. 
Escala de barras: 100 µm 

Cuando se polinizaban flores del WT con el polen del mutante también 

disminuían significativamente tanto la germinación como el desarrollo de los tubos 

polínicos (figura 27), aunque en menor grado respecto a la polinización de flores 

del mutante con el polen mutante. Transcurridas 8 horas tras la polinización se 

veían granos de polen del mutante germinados sobre el estigma WT y algunos 

tubos polínicos a lo largo del estilo. Conviene recordar que en la polinización de 

flores mutantes con polen del mutante, los primeros tubos polínicos, que aún no 

alcanzaban la base del estilo, se visualizaron a las 24 horas (figura 25D). En 

cambio, el polen mutante fue capaz de alcanzar la base del estilo WT (i.e. había 
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llegado al ovario) a las 24 horas de la polinización (figura 27D). A las 48 horas, se 

visualizaban muchos más tubos polínicos alcanzando la base del estilo (figura 

27F) respecto a lo que se observó en la polinización de flores mutantes con polen 

del mutante (figura 25F). 

 
Figura 27. Ensayo de viabilidad in vivo de polen Lfs2084-7 en pistilos de flores WT. 
Las imágenes se toman en el estigma de la flor (A, B y C) y en la zona de unión del 
estilo con el ovario (D, E y F) a las 8 (A y D), 24 (B y E) y 48 horas de haber realizado 
la polinización. Las flechas señalan la distancia alcanzada por algunos tubos 
polínicos. 
Escala de barras: 100 µm 

Estos resultados sugieren una interacción entre el pistilo del mutante con el 

polen receptor, ya sea WT o mutante. En este sentido, parece que el número de 

granos de polen capaces de germinar en el estigma de las flores mutantes es 

menor respecto a lo que ocurre en el estigma de las flores WT. Además, el 

recorrido de los tubos polínicos a lo largo del estilo se ralentiza, es decir, los tubos 

polínicos alcanzan el ovario de las flores mutantes más tarde de lo que lo hacen 

los tubos polínicos en las flores WT. Por tanto, la menor tasa de cuajado podría 

estar mediada, en parte, por un menor porcentaje de polen viable. Sin embargo, 

los factores determinados por el ovario podrían tener tanto o más relevancia sobre 

la menor tasa de cuajado del mutante Lfs2084 que la inviabilidad de la mitad de 

los granos de polen.  
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En definitiva, la mutación Lfs2084 promueve la degeneración de los granos 

de polen que portan el inserto, pero afecta también al desarrollo reproductivo del 

ovario, lo que reduce de forma dramática la tasa de cuajado de fruto. 

4.1.5. Contenido endógeno de algunas hormonas en el mutante Lfs2084 

Para evaluar el efecto de la mutación sobre el contenido endógeno de 

hormonas se realizó un análisis en plantas WT y Lfs2084. Se vio que los niveles 

de ABA, GA1 y DHZ disminuían significativamente en el mutante, mientras que 

ocurría lo contrario con los contenidos de GA4 y Z (tabla 6). También vimos que el 

contenido de IAA era mucho mayor en el WT, pero la variabilidad entre las 

muestras hizo que las diferencias no resultaran significativas. Algo similar ocurrió 

con el JA, aunque en este caso el contenido más elevado se detectó en plantas 

mutantes.  

Tabla 6. Contenido endógeno de ácido abscísico (ABA), jasmónico (JA), indolacético (IAA), 
giberelinas activas (GA1 y GA4), dihidroxizeatina (DHZ) y zeatina (Z) en el WT y el mutante 
Lfs2084. El análisis se llevó a cabo en hojas jóvenes completamente desarrolladas de plantas 
cultivadas en invernadero.  
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada hormona, * indica diferencias 
estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

ABA, JA e IAA se expresan en nanogramos (ng). GA1, GA4, DHZ y Z se expresan en picogramos (pg) 

Línea ABA (ng) JA (ng) IAA (ng) GA1 (pg) GA4 (pg) DHZ (pg) Z (pg) 

WT 
596,09  

± 43,13 * 

14,35  
± 7,41 

582,47  
± 560,65 

964,57  

± 71,88 * 

31,53  
± 1,58 

0,33  

± 0,07 * 

53,03  
± 4,05 

Lfs2084 
458,04  
± 17,42 

76,80  
± 38,92 

26,36  
± 5,76 

142,47  
± 18,99 

50,13  

± 3,05 * 

0,00  
± 0,00 

120,43  

± 23,27 * 

Las mayores concentraciones de JA y citoquininas (Z) podrían promover 

mayor densidad de tricomas (Glas et al, 2012), dos caracteres que hemos 

observado en las plantas mutantes. Por otro lado, los mayores niveles de GA1 en 

el WT son coherentes con la menor tasa de cuajado de fruto, teniendo en cuenta 

que esta giberelina es la forma activa que promueve la inducción del crecimiento 

del fruto de tomate durante el proceso de cuajado (Serrani et al, 2007). Además, 

aunque las diferencias no resultaron significativas, el menor contenido de IAA en 

el mutante se puede relacionar con una menor tasa de cuajado, habida cuenta del 

papel que tiene esta hormona en el proceso de cuajado del fruto de tomate 

(Mariotti et al, 2011). Los resultados del análisis de hormonas sugieren, además, 

una alteración de la ruta MEP (2-C-metil-D-eritritol-4 fosfato) que conduce a la 

síntesis de GAs, citoquininas y ABA. Estos resultados se comentarán con más 

detalle en el apartado de Discusión.  
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4.1.6. Expresión de genes implicados en el cuajado de fruto 

Se utilizaron ovarios en tres estadios del desarrollo floral (pre-antesis, 

antesis y post-antesis) para realizar análisis comparativos de expresión que nos 

permitieran detectar interacciones genéticas entre la mutación Lfs2084 y otros 

genes de tomate implicados en el desarrollo reproductivo y el cuajado de fruto. 

Se analizaron los niveles de transcrito de algunos genes implicados en la 

inactivación de las giberelinas (SlGA2ox1 y SlGA2ox2). No se detectaron cambios 

significativos en la expresión del gen SlGA2ox1 (figura 28A). Sin embargo, los 

niveles de transcritos de SlGA2ox2 en los estadios de antesis y post-antesis 

fueron significativamente mayores en el mutante Lfs2084 (figura 28B). 

 
Figura 28. Expresión relativa de los genes SlGA2ox1, SlGA2ox2, SlARF7 y TAG1 en ovarios del 
WT y del mutante Lfs2084 en estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), antesis y post-
antesis (5 días posteriores a la antesis). 

* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

También se analizó la expresión de uno de los genes de la ruta de 

señalización de auxina (SlARF7) que participa en el control del inicio del 

desarrollo del fruto. En los estadios de pre-antesis y antesis no de detectaron 

diferencias entre el WT y el mutante. Sin embargo, los niveles de transcrito de 

SlARF7 en el estadio de post-antesis eran significativamente mayores en el 

mutante (figura 28C). Conviene indicar que en el mutante, SlARF7 no 
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experimentó prácticamente cambios en los niveles de expresión entre los estadios 

de antesis y post-antesis. En el WT, sin embargo, este gen disminuyó 

significativamente su expresión respecto a los niveles que exhibía en el estadio de 

antesis (figura 28C). 

Además, se analizó el nivel de expresión del gen MADS box Tomato 

Agamous 1 (TAG1). Al igual que ocurría con SlARF7, en los estadios de pre-

antesis y antesis no se detectaron diferencias de expresión de TAG1 entre el WT 

y el mutante; sin embargo, los niveles de transcrito de TAG1 fueron 

significativamente mayores en el mutante en el estadio de post-antesis. Conviene 

indicar que detectamos mayores niveles de expresión de TAG1 en el estadio de 

post-antesis que en los estadios de pre-antesis y antesis (figura 28D).  

Los cambios detectados en los niveles de expresión de los genes que se 

han evaluado son coherentes con la menor tasa de cuajado del mutante como se 

detallará en el apartado de Discusión. 
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4.2. Lower fruit setting 2448 (Lfs2448): comentarios previos 

El escrutinio de líneas de T-DNA de tomate que se generaron en el contexto 

de esta Tesis Doctoral nos permitió identificar un nuevo mutante dominante 

afectado en la tasa de cuajado de fruto al que denominamos Lower fruit setting 

2448 (Lfs2448). A diferencia de lo que le ocurría al mutante Lfs2084, en el que 

prácticamente no cuajaban frutos, en Lfs2448 la conversión de ovario a fruto no 

se encontraba inhibida, pero la tasa de cuajado era muy baja respecto a la del 

WT. Aunque se obtenían frutos de autofecundación a partir de Lfs2448 decidimos 

caracterizar plantas procedentes del retrocruce con el WT, toda vez que este tipo 

de progenies permite llevar a cabo la caracterización genética de un mutante 

dominante de forma más rápida y eficaz que la progenie de autofecundación.  

4.2.1. Caracterización del mutante Lfs2448 

La caracterización de Lfs2448 se llevó a cabo con 67 plantas procedentes 

del retrocruce entre el WT y el mutante. Antes de transferirlas al invernadero, se 

analizó la resistencia a la kanamicina de cada una de las plantas para determinar 

el número de insertos funcionales del mutante.  

Tabla 7. Análisis genético y fenotípico del mutante Lfs2448. Fenotipos detectados en 
la progenie de retrocruce (i.e. plantas WT y Lfs2448), y determinación del número de 
flores y frutos por inflorescencia, tasa de cuajado, resistencia o sensibilidad a la 
kanamicina (Km) de las plantas WT y Lfs2448, y análisis 2 de las segregaciones 
observadas (nótese que las segregaciones son idénticas para los caracteres 
evaluados, es decir, fenotipo y resistencia a la kanamicina). 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

  WT (♂) (X) Lfs2084 (♀)  

   ↓   

Fenotipos de la BC1 39 WT 28 Lfs2084 

Flores / inflorescencia 12,6  0,6 (a) 13,9  1,3 (a) 

Frutos / inflorescencia 3,6  0,3 (a) 1,7  0,2 (b) 

Tasa de cuajado (%) 28,6  2,4 (a) 12,3  1,5 (b) 

Observado KmR : KmS 0 KmR : 39 KmS 28 KmR : 0 KmS 

Análisis de la 2 (1:1) 1,81 (<2 
1 g.l. (5%) = 3,84)  

Como se puede ver en la tabla 7, la mitad de la progenie del retrocruce entre 

el mutante y el WT exhibía menor tasa de cuajado, es decir, los datos se 

ajustaron a una segregación fenotípica 1 WT : 1 Lfs2448. El número de flores por 

inflorescencia fue similar en las plantas mutantes y en las WT; sin embargo, en 
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Lfs2448 cuajaron significativamente menos frutos por inflorescencia, es decir, la 

tasa de cuajado era significativamente menor (tabla 7, figuras 29C y 29D). Lo más 

interesante fue que en todas las plantas mutantes se detectó un sólo inserto de T-

DNA. En efecto, como se puede ver en la tabla 7 todas las plantas de fenotipo WT 

fueron sensibles a la kanamicina mientras que las mutantes fueron resistentes 

(segregación 1 : 1). Este resultado indicaba la existencia de co-segregación entre 

el único inserto funcional y la mutación. 

 
Figura 29. Caracteres del desarrollo reproductivo en el WT y el 
mutante Lfs2448. Zona de deshiscencia de la antera en el WT 
(A) y en Lfs2448 (B). Inflorescencia con frutos maduros en el 
WT (C) y en Lfs2448 (D). Semillas de 10 frutos WT (E) y 10 
frutos Lfs2448 (F). 
Escala de barras: 0,5 mm en A y B, 1 cm en C, D, E y F. 
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Por otro lado, no se observaron diferencias relevantes en caracteres 

relacionados con el desarrollo vegetativo (i.e. tamaño, morfología o color de las 

hojas, así como caracteres relacionados con el porte o la arquitectura vegetativa 

de la parte aérea). Las flores de las plantas WT y del mutante eran similares en 

tamaño y morfología. Sin embargo, las anteras de las flores de Lfs2448 parecían 

contener menos polen que las del WT (figuras 29A y 29B). Además, pudimos 

comprobar que los frutos de las plantas BC1 de fenotipo Lfs2448 daban mucha 

menos semilla que los de las plantas BC1 de fenotipo WT. En promedio, cada 

fruto WT contenía unas 18-19 semillas mientras que los frutos mutantes solían 

tener unas 6-7 semillas cada uno (figuras 29E y 29F).  

En definitiva, los resultados de la caracterización genética y fenotípica 

revelaron que la mutación Lfs2448 era insercional y promovía menor cuajado de 

fruto. Conviene recordar que la caracterización del mutante se llevó a cabo en 

plantas heterocigóticas para el alelo mutante (plantas BC1). El objetivo del 

siguiente experimento era evaluar el fenotipo de las plantas homocigóticas para la 

mutación, en aras de ver si la tasa de cuajado de estas plantas era aún más baja 

que la que habíamos observado en las heterocigóticas. Para ello, caracterizamos 

las progenies de autofecundación de las plantas mutantes BC1. 

4.2.2. Caracterización de progenies procedentes de la autofecundación del 

mutante Lfs2448 

Se analizaron 5 progenies que procedían de la autofecundación de las 

plantas mutantes BC1 del anterior experimento. Antes de transferirlas al 

invernadero, se analizó el carácter resistencia a la kanamicina de cada una de las 

progenies para comprobar que segregaban acorde a lo esperado, es decir, la 

progenie de autofecundación de una planta de copia simple de T-DNA (i.e. 1 sólo 

inserto) debería exhibir un patrón de herencia mendeliano monogénico dominante 

para el carácter resistencia a la kanamicina, a saber, 3 plantas resistentes a la 

kanamicina y 1 sensible. Sin embargo, los resultados del análisis revelaron que 

todas las líneas se ajustaban a una segregación 1 : 1 (i.e. 1 planta resistente a la 

kanamicina y 1 sensible, tabla 8). Estas segregaciones pueden estar ocasionadas 

por dos fenómenos distintos: 1) Silenciamiento del inserto funcional en 

homocigosis; 2) ausencia de individuos homocigóticos para la mutación debido a 

la letalidad de uno de los dos gametos (figuras 30.1 y 30.2). 
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Tabla 8. Resistencia o sensibilidad a la kanamicina (Km) en progenies de 
autofecundación de plantas mutantes; y análisis 2 de las segregaciones 3 KmR 

:1 KmS y 1 KmR :1 KmS. 
Notas: 1) Las plantas mutantes (i.e. Lfs2448-5, 6, 19, 20 y 23) se obtuvieron en el 

retrocruce entre el mutante dominante y el WT (tabla 7). 

 2) 2 
t
 
1 g.l. (5%) = 3,84 

Progenies  KmR KmS 2 (3R : 1S) 2 (1R : 1S) 

Lfs2448-5 11 9 4,27 * 0,20 

Lfs2448-6 32 26 12,16 * 0,62 

Lfs2448-19 8 9 7,08 * 0,06 

Lfs2448-20 26 19 7,12 * 1,09 

Lfs2448-23 13 13 8,67 * 0,00 

Para ilustrar la distorsión de las segregaciones observadas en Lfs2448 de 

una forma gráfica, representaremos el único inserto de T-DNA con la letra A, y el 

locus WT con esa letra minúscula (a). Por tanto, una planta transgénica con un 

único inserto de T-DNA tendrá el 50% de sus granos de polen con T-DNA (A) y el 

otro 50% sin T-DNA (a); y lo mismo ocurrirá en los óvulos (figura 30). 

 

Figura 30. Autofecundación de una planta mutante (i.e. Lfs2448-5) con 1 
inserto funcional (A). 1) Las plantas homocigóticas para el inserto exhiben 
silenciamiento génico y son sensibles a la kanamicina al igual que las que 
no contienen el inserto (25% + 25%), mientras que el otro 50% contiene el 
inserto funcional en hemicigosis y es resistente a la kanamicina. 2) El polen 
del mutante con el inserto funcional es inviable, por tanto, el 50% de la 
progenie no contiene el inserto funcional y es sensible a la kanamicina 
mientras que el otro 50% contiene el inserto funcional y es resistente a la 
kanamicina. 
Nota: la figura 30.2 ilustra una segregación 1:1 sobre la base de la letalidad del 
gameto masculino. Conviene indicar que estos resultados se podrían también 
obtener si la letalidad ocurre en el gameto femenino. 
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Las progenies Lfs2448-5 y Lfs2448-23 (tabla 8) se llevaron al invernadero 

para observar el fenotipo de las plantas resistentes y sensibles a la kanamicina. 

Vimos que todas las plantas sensibles exhibían fenotipo WT mientras que las 

resistentes tenían el fenotipo Lfs2448, es decir, desarrollaban menos frutos por 

inflorescencia, parecía que las anteras tenían menos polen (figura 31) y los frutos 

contenían menos semillas. Estos resultados parecían indicar que las 

segregaciones que se habían observado en las progenies de autofecundación 

(i.e. 1 KmR : 1KmS) se debían a la inviabilidad del polen transgénico y no al 

silenciamiento del inserto funcional o a la inviabilidad de los óvulos transgénicos 

(figura 30.2). Para confirmarlo, en el siguiente experimento evaluamos el efecto 

de la mutación sobre el desarrollo del polen. 

 
Figura 31. Comparación entre la cantidad de polen extraído de una flor WT 
respecto al extraído a partir de dos flores Lfs2448.  

4.2.3. Pruebas de viabilidad del polen in vitro y análisis histológicos en 

flores 

Realizamos un análisis de viabilidad de polen in vitro con acetato de carmín 

en flores de plantas WT y del mutante Lfs2448. Los resultados del análisis 

indicaban que aproximadamente la mitad de los granos de polen del mutante 

Lfs2448 era aberrante y no se teñía (figura 32B). Estas anomalías, que no se 

observaron en los granos de polen del WT (figura 32A), parecían confirmar que la 

causa de las segregaciones de las progenies de autofecundación (i.e. 1 KmR : 

1KmS) era la inviabilidad del polen portador del inserto responsable de la 
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mutación, más que un fenómeno de silenciamiento génico de los individuos con el 

inserto en homocigosis. 

 
Figura 32. Análisis in vitro de viabilidad del polen con acetato de carmín en el WT 
(A) y Lfs2448 (B). Aproximadamente, el 50% del polen del mutante es aberrante 
(las flechas señalan algunos granos de polen anómalos). 

Estos resultados se confirmaron mediante un análisis de viabilidad con 

diacetato de fluoresceína (FDA). En microscopía de fluorescencia pudimos ver 

que un elevado número de granos de polen del WT exhibían una fluorescencia 

verde intensa, es decir, se trataba de granos de polen viables (figura 33B). Sin 

embargo, el número de granos de polen viable del mutante era, sobre la base de 

la fluorescencia, significativamente menor (figura 33D).  

 
Figura 33. Análisis in vitro de viabilidad del polen con FDA en el WT (A y B) y 
Lfs2448 (C y D). Visualización de los granos de polen en campo claro (A y C) y en 
fluorescencia a una longitud de onda de 490 nm (B y D). 
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En conjunto, los resultados de los análisis de viabilidad de polen in vitro (i.e. 

con acetato de carmín y FDA) indicaban la degeneración de un elevado 

porcentaje de granos polen en las plantas mutantes. 

Con el objeto de profundizar en el análisis del mutante y determinar en qué 

momento de la androgénesis se producía la degeneración de los granos de polen, 

se evaluaron diferentes estadios de desarrollo floral mediante tinción con 4,6-

diamino-2-fenilindol (DAPI). Concretamente, los estadios florales en los que el 

polen se encuentra en etapa de tétrada, microspora vacuolada, polen medio, 

polen joven y polen maduro, y que corresponden con flores en los estadios de 

botón floral de 5 mm (BF1), botón floral de 7 mm (BF2), botón floral de 9 mm 

(BF3), pre-antesis y antesis (figura 34). 

 
Figura 34. Caracterización del desarrollo del polen mediante tinción con DAPI en el WT y 
el mutante Lfs2448 en estadios de tétrada (botón floral de 5 mm), microspora vacuolada 
(botón floral de 7 mm), polen medio (botón floral de 9 mm), polen joven (pre-antesis) y 
polen maduro (antesis). Las flechas señalan granos de polen inviables. 
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En los estadios de BF1 y BF2 no fuimos capaces de detectar diferencias 

entre el WT y el mutante, aunque, en general, observamos que en el mutante se 

teñían muchas menos células (tétradas o microsporas). Empezamos a observar 

diferencias claras a partir del estadio de BF3. En esta etapa del desarrollo floral, 

los granos de polen del WT, a pesar de ser irregulares, comienzan a adquirir una 

morfología más o menos esférica (figuras 34E1 y 34E2). Sin embargo, algunos de 

los granos de polen del mutante tenían una morfología más irregular y eran de 

menor tamaño (figuras 34F1 y 34F2). En los estadios de pre-antesis y antesis se 

veían claramente las diferencias entre el WT y el mutante (figuras 34G-34J). En el 

mutante se observó un notable incremento en el número de granos de polen de 

menor calibre (figuras 34H y 34J). Además, la tinción con DAPI en los granos de 

polen viables permitía visualizar los núcleos vegetativo y generativo, gracias a su 

alta afinidad por el ADN (figuras 34G-34J). Estos núcleos no se veían en los 

granos de polen inviables del mutante (ver figuras 34H y 34J, polen señalado con 

flechas). 

Los análisis mediante histología y microscopía permitieron determinar que la 

degeneración de los granos de polen se producía desde los primeros estadios del 

desarrollo que habíamos evaluado. En efecto, desde la etapa de tétrada se 

detectó un alto porcentaje de células que tenían una morfología ligeramente 

distinta y coloración más tenue (figura 35). 

 
Figura 35. Desarrollo del polen mediante histología en el WT y el mutante Lfs2448 en estadios de 
tétrada (botón floral de 5 mm), microspora vacuolada (botón floral de 7 mm), polen medio (botón 
floral de 9 mm), polen joven (pre-antesis) y polen maduro (antesis). Las flechas señalan algunos 
granos de polen inviables. 

La degeneración del polen del mutante era especialmente evidente en las 

etapas de pre-antesis y antesis. En estos estadios del desarrollo floral, los granos 

de polen del WT eran de morfología esférica y exhibían una fuerte tinción azul 
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mientras que un alto porcentaje (~ 50%) de los del mutante eran de morfología 

irregular y no exhibían tinción (figura 35). 

El análisis histológico de los ovarios reveló la ausencia de alteraciones en 

los tejidos que lo componen. Tampoco se observaron diferencias entre el WT y el 

mutante ni en el tamaño ni en la morfología de los óvulos (figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Detalle de los ovarios del WT y del mutante Lfs2448 en estadio de antesis. 

 
En definitiva, el análisis histológico indicó que la mutación Lfs2448 promueve 

la degeneración del polen (~50%) desde estadios tempranos del desarrollo floral, 

pero no parece afectar al sistema reproductor femenino de la flor de tomate. 

4.2.4. Análisis de viabilidad del polen in vivo 

Para ver la germinación de los granos de polen sobre el estigma de la flor y 

el desarrollo de los tubos polínicos a lo largo del estilo se realizó un análisis de la 

viabilidad del polen in vivo. Realizamos polinizaciones manuales con polen WT 

sobre flores WT y con polen del mutante Lfs2448 sobre flores del mutante, y 

observamos la germinación de granos de polen y el avance de los tubos polínicos 

a lo largo del estilo de la flor. 

Como se puede ver en la figura 37A, 24 horas después de la polinización 

había germinado un elevado porcentaje de polen WT sobre el estigma de la flor 

WT y un elevado número de tubos polínicos progresaban a lo largo del estilo. En 

el mutante también observamos la germinación de granos de polen sobre el 

estigma y el desarrollo de tubos polínicos a lo largo del estilo de las flores Lfs2448 

(figura 37B). Sin embargo, tanto la cantidad de granos de polen germinados sobre 

el estigma como el número de tubos polínicos que progresaban por el estilo eran 

significativamente menores en el mutante (figura 37A vs figura 37B). Los 



86  Resultados 
 

 

resultados sugieren que la menor cantidad de polen funcional en el mutante 

afecta al proceso normal de polinización. 

 
Figura 37. Ensayo de viabilidad in vivo de polen a las 24 horas de la polinización. 
A) Germinación y desarrollo de polen WT en pistilos WT. B) Germinación y 
desarrollo de polen Lfs2448 en pistilos Lfs2448. 

4.2.5. Caracterización molecular de la mutación Lfs2448. 

Toda la caracterización molecular de Lfs2448 se llevó a cabo en el 

laboratorio del Dr. Lozano (Universidad de Almería). Mediante Anchor-PCR se 

clonaron las regiones genómicas flanqueantes al inserto de T-DNA. El análisis 

bioinformático de las secuencias flanqueantes indicó que el T-DNA se localizaba 

en la región intergénica de dos genes que codifican proteínas citocromo P450 

(CYP450), a los que denominamos LFS2448.1 (LFS1) y LFS2448.2 (LFS2).  

 
Figura 38. Representación esquemática de la localización genómica del inserto T-DNA 
en la línea mutante Lfs2448. Se muestra el conjunto de cebadores utilizados para la 
amplificación del alelo silvestre (WT-Forward o WT-F y WT-Reverse o WT-R) y mutante 
(Rigth Border-1 o RB-1 y WT-Reverse o WT-R) en la progenie segregante. Las cajas 
grises representan los exones, y entre ellas (línea gruesa gris) los intrones, y las flechas 
señalan el sentido de la transcripción (imagen cedida por el Dr. Lozano, Universidad de 
Almería). 



Resultados  87 
 

 

La figura 38 ilustra la inserción del T-DNA, 2481 pares de bases (pb) 

corriente abajo del codón de inicio de LFS1 y 408 pb corriente arriba del codón de 

parada de LFS2 (Fernández, 2017). Con las secuencias genómicas flanqueantes 

al T-DNA se diseñaron cebadores específicos para realizar el genotipado de una 

población segregante procedente de la autofecundación de una planta mutante. 

Para evaluar la presencia del alelo silvestre (WT) se emplearon cebadores de la 

secuencia genómica donde se ubica el inserto T-DNA, mientras que para detectar 

el alelo mutante se utilizó, además de uno de los cebadores usados para 

amplificar el alelo WT, un cebador del T-DNA (figura 38). Esto permite comprobar 

si las plantas portan el inserto responsable de la mutación en homocigosis, 

hemicigosis o acigosis. En este sentido, las plantas acigóticas deben amplificar 

sólo el alelo WT, las hemicigóticas tanto el alelo WT como el alelo mutante y las 

homocigóticas sólo el alelo mutante. El análisis de 20 plantas de la población 

segregante obtenida a partir de la autofecundación de una planta mutante indicó 

que 11 plantas (que exhibían fenotipo WT en invernadero) sólo amplificaban el 

alelo WT, mientras que las otras 9 (que exhibían fenotipo mutante en invernadero) 

amplificaban tanto el alelo WT como el mutante (figura 39).  

 
Figura 39. Co-segregación entre el inserto de T-DNA y el fenotipo mutante (M) 
Lfs2448. El análisis se realizó en una población segregante procedente de la 
autofecundación de una planta mutante. En invernadero, las plantas 1, 2, 4, 6, 7, 10, 
14, 15, 17, 19 y 20 tenían fenotipo WT y eran acigotas para el inserto de T-DNA, 
mientras que las plantas 3, 5, 8, 9, 11, 12, 13, 16 y 18, de fenotipo mutante, eran 
hemicigotas para el inserto de T-DNA (imagen cedida por el Dr. Lozano, Universidad de 
Almería). 

Los resultados indicaban la existencia de co-segregación entre el inserto de 

T-DNA y la mutación, como previamente habíamos observado en el análisis 

genético y fenotípico (tabla 7). Además, confirmaban que la mutación Lfs2448 

ocasiona letalidad del gameto masculino, puesto que el genotipado de la 

población segregante evidenció la ausencia de plantas homocigóticas para el 

inserto de T-DNA.  
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El análisis de expresión in silico de los genes etiquetados que se realizó en 

la Universidad de Almería indicó que LFS1 y LFS2 se expresan mayoritariamente 

en botones florales y frutos de 1 cm, lo que sugiere que estos genes deben 

desempeñar un papel relevante en el desarrollo reproductivo de tomate. El 

fenotipo observado en el mutante Lfs2448 podría deberse a la alteración de la 

función de uno de los dos genes (LFS1 o LFS2), o la de ambos. Actualmente, se 

está analizando la expresión de estos dos genes en plantas de fenotipo mutante 

para detectar los cambios que se producen en los niveles de transcrito respecto al 

WT. En los próximos meses iniciaremos la caracterización funcional de los dos 

genes, lo que nos proporcionará una valiosa información sobre la función que 

desempeñan los genes CYP450 (LFS1 o LFS2) durante el proceso de cuajado del 

fruto de tomate. 
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4.3. Arlequín: Antecedentes 

Arlequín (Alq) es un mutante insercional 

de tomate cuyo carácter más relevante es la 

conversión homeótica de los sépalos en 

órganos suculentos que maduran como un 

fruto (figura 40). Pineda et al (2010) 

demostraron que Arlequín es una mutación de 

naturaleza semidominante promovida por la 

presencia de una inserción única del T-DNA. 

Los estudios morfológicos, estructurales y 

metabólicos realizados en los sépalos de 

Arlequín revelaron que éstos tienen una 

capacidad intrínseca para cambiar su 

programa de desarrollo y convertirse en 

órganos análogos a un fruto. Estos cambios 

de identidad celular se ven acompañados por 

profundos cambios metabólicos. La absorción 

de agua, acumulación de materia seca y actividad sacarolítica, con la 

subsiguiente acumulación de glucosa y fructosa, sugieren que los sépalos del 

mutante se convierten en órganos con capacidad de sumidero, al igual que ocurre 

con los frutos verdaderos. Es más, se observó que los cálices Arlequín actúan 

como sumideros independientes del fruto verdadero toda vez que el cuajado y la 

conversión en frutos de los sépalos ocurren con independencia de que se 

produzca o no el cuajado de fruto verdadero, y que el desarrollo y maduración del 

cáliz y fruto verdadero se produce de forma asincrónica. Además, liberan etileno, 

tal y como sucede en un fruto climatérico, y viran a color rojo como consecuencia 

de la acumulación de licopeno, lo que indica que experimentan un proceso de 

maduración (Pineda et al, 2010).  

En las plantas homocigóticas para el fenotipo mutante se observó que 

Arlequín promueve cambios en la morfología del fruto como consecuencia de una 

alteración en la zona de ablación del estilo. También se comprobó en estas 

plantas que tanto los frutos normales (i.e. derivados del ovario) como los que 

proceden de los sépalos exhiben caracteres de calidad excepcionales para el 

consumo en fresco y, sobre todo, para el procesado industrial. En este sentido, 

los niveles de azúcares, licopeno, y el contenido en grados Brix son 
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significativamente mayores en los frutos del mutante. Además, la mutación 

Arlequín confiere como ventaja adicional la inhibición de la zona de abscisión del 

fruto, lo que facilita la recolección mecánica (Pineda et al, 2010).  

La caracterización molecular del mutante reveló que los cambios en el 

patrón del desarrollo de los sépalos de Arlequín se deben a una expresión 

ectópica del gen MADS-box ARLEQUÍN (ALQ) / TAGL1, secuela de la inserción 

de un T-DNA truncado en un dominio regulador de la transcripción de dicho gen 

(Giménez et al, 2010). El análisis funcional de ALQ indicó que el gen desempeña 

un papel clave en el proceso de maduración (Vrebalov et al, 2009, Itkin et al, 

2009, Giménez et al, 2010). Con todo, los patrones de expresión de ALQ en 

plantas WT sugerían que este gen podría actuar como un factor de enlace entre 

las diferentes etapas del desarrollo reproductivo (desde el desarrollo floral hasta la 

maduración del fruto), permitiendo que este complejo proceso concluya con éxito 

(Giménez et al, 2010). Resultados recientes han confirmado esta hipótesis 

demostrando nuevas contribuciones del gen ALQ en el programa de desarrollo 

reproductivo de tomate. En este sentido, ALQ también desempeña un papel 

relevante en el desarrollo de la cutícula, probablemente a través de la actividad 

biosintética de las células epidérmicas (Giménez et al, 2015); además, de forma 

redundante junto con TAG1, está implicado en la formación del polen (Giménez et 

al, 2016). 

4.3.1. La expresión ectópica de ALQ altera el patrón de crecimiento 

vegetativo. 

El cultivo de Arlequín a lo largo de diferentes campañas ha permitido 

observar un patrón de crecimiento vegetativo más vigoroso que el que exhiben las 

líneas hermanas que carecen de la mutación (líneas acigóticas para el T-DNA). 

Para verificar estas observaciones, llevamos a cabo una caracterización del 

desarrollo vegetativo a lo largo del tiempo en el mutante y en plantas WT, tanto en 

condiciones de invernadero como en cultivo in vitro.  

En invernadero evaluamos la altura de las plantas a partir de los 25 días. En 

ese estadio de desarrollo las plantas habían alcanzado aproximadamente 10 cm 

de altura y desarrollado 2 hojas verdaderas. En el momento en el realizamos las 

primeras mediciones no detectamos diferencias significativas en la altura; sin 

embargo, a los 4 días de la primera medición, las plantas WT eran ligeramente 

más altas que las plantas Alq y las diferencias resultaron significativas (figura 

41A). En la siguiente medición, realizada a los 16 días, las plantas Alq ya eran 
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significativamente más altas que las WT, ya que alcanzaban una altura de 22 cm 

respecto a los 17 cm de altura de las WT. A los 29 días, las plantas Alq casi 

duplicaban la altura de las WT (figuras 41A y 41B). Las dos últimas mediciones 

las realizamos a los 42 y 52 días, y para entonces las plantas Alq superaban en 

más del doble la altura de las WT (figura 41A).  

 
Figura 41. A) Altura de plantas WT y Alq a lo largo del tiempo. B) Detalle de la altura de una planta 
WT (izda.) y Alq (dcha.) a los 29 días de la primera medición. 
Para cada intervalo, * sobre la barra de error indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test 
de Fisher). 

In vitro, las plantas se cultivaron en unos recipientes especiales que 

permitían observar tanto el crecimiento de la parte aérea de la planta como el 

desarrollo radicular. Tras 50 días de cultivo se vio que las plantas Alq eran 

significativamente más altas que las WT y habían desarrollado más hojas. 

Además, vimos que, a diferencia de lo que ocurría en el WT, las plantas Alq 

habían desarrollado un elevado número de raíces en el hipocotilo y en el epicotilo 

(tabla 9, figura 42).  

Tabla 9. Altura de las plantas, número de hojas y número de raíces aéreas en 
el hipocotilo y epicotilo de plantas Alq y WT. 
Para cada parámetro, letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas 
(P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Genotipo 
Altura de las 
plantas (cm) 

Número de 
hojas 

Raíces aéreas 

Hipocotilo Epicotilo  

WT 16,23 ± 1,40b 2,33 ± 0,33a 1,00 ± 0,58a 0,33 ± 0,33a 

Alq 23,50 ± 0,96a 4,00 ± 0,58a 10,00 ± 1,53a 12,33 ± 8,09a 
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Figura 42. Plantas WT y Alq tras 50 días de cultivo in vitro. Las flechas 
indican la región de los cotiledones (Cot.). La barra representa 1 cm. 

También observamos que la longitud de los hipocotilos era diferente en las 

plantas Alq y WT. Como se puede ver en la tabla 10, la longitud del hipocotilo de 

las plantas WT era significativamente mayor que el de las plantas Alq. En cambio, 

a lo largo del periodo de cultivo in vitro, el epicotilo de las plantas Alq había 

crecido significativamente más que el de las plantas WT (tabla 10, figura 42). 

Tabla 10. Longitud del hipocotilo y epicotilo de plantas Alq y WT. 
Para cada parámetro, letras distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Genotipo Longitud hipocotilo (cm) Longitud epicotilo (cm) 

WT 11,17 ± 0,60a 5,07 ± 0,99b 

Alq 7,93 ± 0,07b 15,57 ± 0,98a 

El mayor vigor de las plantas Alq podría deberse a un cambio en la 

arquitectura radicular. Por ello, otro de los parámetros que quisimos controlar 

durante el cultivo de las plantas fue el desarrollo de raíces laterales a lo largo del 

tiempo. Se contabilizó el número de raíces laterales que desarrollaron las plantas 

WT y Alq a los 6, 14, 30 y 37 días de la germinación. Aunque en general las 

plántulas WT habían desarrollado más raíces laterales, pudimos comprobar que 

en estas condiciones las diferencias no resultaban significativas (figura 43A).  
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Figura 43. A) Número de raíces laterales que desarrollaron las plantas WT y Alq a los 6, 14, 30 y 
37 días de la germinación. B) Raíz de una planta WT (izda.) y de una planta Alq (dcha.) a los 14 
días de la germinación. La barra representa 1 cm. 
Para cada intervalo, * sobre la barra de error indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test 
de Fisher). 

Por otro lado, en el experimento apreciamos que la raíz principal de las 

plantas Alq era un poco más corta mientras que las raíces laterales parecían más 

largas, principalmente las más próximas a la base del hipocotilo (figura 43B). 

Decidimos realizar un nuevo experimento con el objetivo de evaluar estos 

parámetros que nos habían llamado la atención. En concreto, evaluamos de 

nuevo la longitud del hipocotilo, y por lo que respecta a las raíces, evaluamos el 

número de raíces laterales, la longitud de la raíz principal y la longitud de las tres 

raíces laterales más próximas a la base del hipocotilo. Estos parámetros se 

evaluaron en plántulas tanto de 7 como de 25 días. 

Al igual que habíamos visto en el anterior experimento, los hipocotilos de las 

plantas WT tenían significativamente más longitud que los de las plantas Alq, 

tanto a los 7 como a los 25 días (tabla 11, figura 44). De hecho, la longitud del 

hipocotilo de plantas Alq no incrementó significativamente entre los 7 y los 25 

días, mientras que en el caso de las plantas WT este valor aumentó 

significativamente. Por lo que respecta a las raíces, vimos que la raíz principal de 

las plantas WT era significativamente más larga en plantas de 7 días, pero en 

plantas de 25 días no existían diferencias significativas (tabla 11). Respecto a la 

longitud de las raíces laterales, las plántulas WT tenían significativamente más 

longitud a los 7 días (figura 44A). Sin embargo, a los 25 días, las raíces laterales 

de las plantas Alq habían crecido en longitud significativamente más que las del 

WT a excepción de la más próxima al hipocotilo, cuya longitud no difería 

significativamente respecto a la del WT (tabla 11, figura 44B). 
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Tabla 11. Longitud del hipocotilo, longitud de la raíz principal, número de raíces laterales, longitud 
de la 1ª, 2ª y 3ª raíz lateral más próxima al hipocotilo y número de raíces laterales que tienen una 
longitud de 3 o más cm en plantas WT y Alq de 7 y 25 días cultivadas in vitro. 
Para cada edad de la plántula, letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; 
test de Fisher). Se muestran en negrita los resultados con diferencias significativas. 

Edad de la plántula 7 días 25 días 

Genotipo WT Alq WT Alq 

Longitud hipocotilo 4,73 ± 0,09 a 3,20 ± 0,12 b 5,27 ± 0,14 a 3,46 ± 0,11 b 

Longitud raíz principal 5,10 ± 0,08 a 4,57 ± 0,09 b 5,15 ± 0,12 a 4,86 ± 0,13 a 

Nº de raíces laterales 11,20 ± 0,63 a 9,10 ± 0,75 b 22,30 ± 0,88 a 17,00 ± 0,70 b 

Lo
ng

itu
d 

ra
íc

es
 

la
te

ra
le

s 
(c

m
) 1ª raíz 1,08 ± 0,09 a 0,72 ± 0,10 b 3,21 ± 0,19 a 3,55 ± 0,16 a 

2ª raíz 1,00 ± 0,13 a 0,54 ± 0,08 b 2,36 ± 0,22 b 3,27 ± 0,11 a 

3ª raíz 0,96 ± 0,10 a 0,50 ± 0,07 b 1,73 ± 0,20 b 3,00 ± 0,12 a 

Nº raíces laterales ≥ 3 cm 0 0 0,70 ± 0,21 b 3,00 ± 0,71 a 

Además, en plantas de 25 días contabilizamos el número de raíces laterales 

de una longitud igual o mayor a 3 centímetros. Vimos que en promedio las plantas 

Alq tenían 3 raíces laterales de 3 o más centímetros, mientras que sólo algunas 

plantas WT tenían alguna raíz de esa longitud (tabla 11). 

 
Figura 44. A) Plántulas WT (izda.) y Alq (dcha.) de 7 días. B) Plántulas WT 
(izda.) y Alq (dcha.) de 25 días. La barra representa 1 cm. 
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Los resultados parecen indicar que la expresión ectópica de ALQ no solo 

altera el patrón de crecimiento vegetativo, sino también la arquitectura radicular 

del mutante. 

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos realizar dos experimentos 

adicionales. Por un lado, nos planteamos la hipótesis de que la mayor longitud de 

las raíces laterales podría ser responsable del porte más vigoroso de la planta. 

Para validar esta hipótesis realizamos injertos en todos los sentidos entre plantas 

WT y Alq.  

Por otro lado, si las plantas Alq eran más vigorosas y tenían un mayor 

desarrollo de las raíces laterales quizás tolerarían mejor situaciones de estrés. 

Para comprobarlo, se realizó un experimento in vitro en el que comparamos el 

desarrollo de plantas WT y Alq en condiciones estándar de crecimiento y en 

medio suplementado con manitol, para tratar de simular, mediante estrés 

osmótico, una situación de estrés hídrico. 

Por lo que respecta al ensayo de injertos, se realizaron las 4 combinaciones 

posibles, es decir, injertamos la parte aérea del WT y de Alq sobre un patrón WT 

e hicimos lo mismo empleando un patrón Alq. La medición de la altura de las 

plantas se inició a partir del momento en el que observamos que el injerto había 

sellado. Seleccionamos plantas de similar altura (en torno a 8 cm) y evaluamos la 

altura de las plantas a los 13, 26, 33, 46, 56 y 68 días. A los 13 días de la primera 

evaluación, las plantas Alq injertadas sobre su propio patrón (i.e. Alq) tenían 

significativamente menos altura que el resto de los injertos, entre los que no se 

detectaron diferencias significativas (figura 45). A los 26 y 33 días no se 

detectaron diferencias significativas de altura entre los 4 tipos de injertos. Sin 

embargo, a partir de los 46 días vimos que las plantas que portaban la parte 

aérea de Alq eran significativamente más altas que las que portaban la parte 

aérea WT, independientemente del patrón sobre el que estuviesen injertadas. 

Además, entre plantas con parte aérea Alq, independientemente del patrón (i.e. 

WT o Alq), no se detectaron diferencias significativas, y lo mismo ocurrió con las 

WT (figura 45). Por ejemplo, en la última evaluación, las plantas Alq injertadas 

sobre patrón Alq tenían una altura promedio de 134,5 cm y la altura de las 

injertadas sobre patrón WT era de 129 cm. Entre ellas no existían diferencias 

significativas. Respecto a las plantas WT, las injertadas sobre patrón WT tenían 

una altura promedio de 71 cm y las injertadas sobre patrón Alq eran, en promedio, 

de 62,5 cm. Entre estas tampoco existían diferencias significativas. En cualquier 
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caso, los datos parecían reflejar ligeras diferencias en función del patrón 

empleado y, en este sentido, vimos que, en general, cada línea crecía ligeramente 

mejor sobre su propio patrón. Los resultados obtenidos en el experimento con los 

injertos indican que el mayor vigor de Alq viene determinado por la arquitectura de 

la parte aérea y no por el desarrollo distintivo de su sistema radicular. Por tanto, 

aunque el mayor desarrollo en longitud de las raíces laterales podría proporcionar 

ventajas en determinadas condiciones de cultivo, no es la causa determinante de 

la mayor altura de las plantas mutantes. 

 

B Días desde la primera medición (nivel de significación) 

Injertos 0 13 26 33 46 56 68 

I:WT / P:WT a a a a b b b 

I:Alq / P:Alq a b a a a a a 

I:WT / P:Alq a a a a b b b 

I:Alq / P:WT a a a a a a a 

Figura 45. A) Altura de los injertos a lo largo del tiempo. B) Nivel de significación 
estadística. Para cada medición, letras distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Nota: I: Injerto / P: patrón (i.e. I:WT / P:WT sería un injerto WT sobre un patrón WT). 

Como se comentaba anteriormente, también se realizó un experimento in 

vitro para comparar el desarrollo de plantas WT y Alq en condiciones estándar de 

crecimiento y en medio suplementado con manitol. Para realizar el experimento 

se utilizó otro tipo de recipientes (tubos de vidrio de 24 cm de altura y 4 cm de 

diámetro) que permiten que las plantas alcancen una altura considerable. En 

condiciones estándar de crecimiento (i.e. sin estrés), las plantas se mantuvieron 

en cultivo durante un periodo de 30 días, mientras que en condiciones de estrés 

(medio de cultivo suplementado con manitol) estuvieron durante un periodo más 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 13 26 33 46 56 68

I:WT / P:WT

I:Alq / P:Alq

I:WT / P:Alq

I:Alq / P:WT

A
ltu

ra
 d

e 
la

 p
la

nt
a

Días desde la 1ª medición

A



Resultados  97 
 

 

prolongado (i.e. 60 días). Evaluamos la longitud del tallo, la longitud del cepellón 

radicular y el número de hojas. 

En ausencia de estrés, las plantas WT crecieron más que las plantas Alq. 

Como se puede ver en la tabla 12 y en la figura 46, tanto la longitud del tallo como 

la longitud del cepellón radicular y el número de hojas fueron significativamente 

mayores en el WT.  

Tabla 12. Longitud del tallo, longitud de las raíces y número de hojas en plantas WT y Alq 
cultivadas en medio sin manitol y con 100 mM de manitol. 
Para cada condición, letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de 
Fisher). 

Parámetros 

0 mM de manitol 100 mM de manitol 

WT Alq WT Alq 

Longitud del tallo 20,83 ± 0,83 a 17,25 ± 1,09 b 12,50 ± 0,29 b 17,50 ± 0,29 a 

Longitud de la raíces 8,00 ± 0,10 a 5,08 ± 0,34 b 5,80 ± 0,54 b 12,00 ± 0,58 a 

Número de hojas 5,83 ± 0,37 a 4,92 ± 0,33 b 2,90 ± 0,40 b 9,17 ± 0,17 a 

Notas: las plantas se cultivaron durante 30 días en el medio sin manitol y durante 60 días en el medio 
suplementado con 100 mM de manitol. 

 
Figura 46. Plantas WT y Alq cultivadas en medio sin manitol (30 días) 
y en medio suplementado con 100 mM de manitol (60 días). 
La barra representa 1 cm. 

En el medio suplementado con 100 mM de manitol ocurría lo contrario, y las 

plantas Alq crecieron más en altura y desarrollaron más hojas (tabla 12). Con 

relación a estos dos parámetros conviene indicar que las plantas WT exhibían 

graves síntomas de marchitamiento vegetativo (figura 46). Aunque no de forma 
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tan severa, estos síntomas ya eran visibles en las plantas WT a los 30 días de 

cultivo, pero no en las plantas Alq. Por esa razón quisimos prolongar el 

experimento hasta los 60 días, es decir, queríamos ver si este mismo fenómeno 

también aparecía en las plantas Alq a más largo plazo. Lo que pudimos observar 

tras los 60 días de cultivo en medio con manitol fue que las plantas Alq seguían 

creciendo y las WT estaban prácticamente muertas (figura 46). Además, la 

longitud del cepellón radicular era mucho mayor en las plantas Alq, aunque las 

plantas WT parecían tener más densidad radicular (figura 46). Separando con 

cuidado las raíces pudimos observar que la longitud del cepellón radicular de las 

plantas Alq se debía principalmente a la mayor longitud de las raíces laterales, 

mientras que la mayor densidad de las raíces WT era consecuencia del desarrollo 

de raíces laterales de mayor grosor pero de una considerable menor longitud 

(figuras 47A y 47B).  

 

Figura 47. Raíces de plantas WT (izda.) y Alq (dcha.) cultivadas en 
medio con manitol A) Raíces del WT y Alq a la conclusión del 
experimento. B) Raíces del WT y Alq tras 40 días de cultivo en medio 
con manitol. En ambas figuras se aprecia la mayor longitud de las 
raíces laterales del mutante Alq y el mayor grosor pero menor 
longitud de las raíces laterales del WT. 
La barra representa 1 cm. 
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Los resultados parecen indicar que Alq es capaz de tolerar mejor ciertas 

condiciones de estrés in vitro. Es posible, por tanto, que el mayor vigor vegetativo 

y una arquitectura radicular más favorable determinen un mejor comportamiento 

del mutante en ciertas condiciones de estrés abiótico. 

4.3.2. Evaluación de la tasa de cuajado del mutante Alq 

Los cambios fenotípicos que promueve la mutación Alq sugieren que la 

expresión ectópica de este gen podría alterar la tasa de cuajado. En efecto, los 

sépalos del mutante son capaces de cuajar en fruto en ausencia de polinización, 

adquirir características de sumidero y madurar como un fruto verdadero. Además, 

los patrones espaciales y temporales de expresión de ALQ indican que este gen 

debe desempeñar un papel importante en el proceso de cuajado ya que, a lo largo 

del desarrollo floral, los mayores niveles de transcrito se detectan en el estadio de 

antesis, es decir, en el estadio en el que se produce la polinización. Por otro lado, 

en las diferentes cosechas que se habían ido realizando a lo largo de los últimos 

años se había visto que las plantas Alq producían más frutos que las WT. Por ello, 

realizamos una evaluación de diferentes parámetros relacionados con la 

producción de fruto para ver si la tasa de cuajado y la producción eran realmente 

mayores en el mutante Alq. 

Como se comentaba al inicio de este capítulo, la conversión de los sépalos 

en frutos ocurre con independencia de que se produzca o no el cuajado de fruto 

verdadero y, además, el desarrollo y maduración de los frutos que proceden del 

cáliz y del ovario se produce de forma asincrónica. Para conocer la contribución 

de cada órgano en la producción por planta, contabilizamos y pesamos por 

separado los frutos derivados del ovario y los derivados del cáliz floral en las 

primeras 7 inflorescencias de las plantas. Como se puede ver en la tabla 13, el 

cuajado de fruto verdadero (i.e. fruto derivado del ovario) fue significativamente 

mayor en Alq. En este sentido, el cuajado de fruto a partir del ovario ocurría en 

más del 90% de las flores Alq y tan sólo en el 40% de las flores WT. La mayor 

tasa de cuajado del mutante Alq era consecuencia del desarrollo de un mayor 

número de frutos por inflorescencia, ya que el número de flores por inflorescencia 

fue similar en ambas líneas (tabla 13). Por otro lado, más del 95% de las flores 

Alq desarrollaban frutos a partir del cáliz, un evento que nunca se observó en las 

flores WT (tabla 13). 
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Tabla 13. Caracterización del desarrollo reproductivo en plantas WT y Alq. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Parámetros WT Alq 

Flores por inflorescencia 9,90 ± 0,95 (a) 10,06 ± 0,39 (a) 

F
ru

to
s 

de
riv

ad
os

 
de

l o
va

rio
 

Frutos por inflorescencia 4,23 ± 0,65 (b) 9,23 ± 0,40 (a) 

Tasa de cuajado (%) 42,73 ± 5,10 (b) 93,11 ± 1,41 (a) 

Peso del fruto (g) 22,75 ± 1,32 (a) 14,16 ± 0,34 (b) 

Producción por planta (g) 672,68 ± 68,98 (b) 869,65 ± 27,70 (a) 

F
ru

to
s 

de
riv

ad
os

 
de

l c
ál

iz
 

Frutos por inflorescencia n.d. 9,80 ± 0,43 

Tasa de cuajado (%) n.d. 97,74 ± 0,84 

Peso del fruto (g) n.d. 5,43 ± 0,10 

Producción por planta (g) n.d. 340,81 ± 13,89 

F
ru

to
s 

de
riv

ad
as

 
de

 o
va

rio
 y

 c
al

iz
 Frutos por inflorescencia 4,23 ± 0,65 (b) 9,80 ± 0,43 (a) 

Tasa de cuajado (%) 42,73 ± 5,10 (b) 97,74 ± 0,84 (a) 

Peso del fruto (g) 22,75 ± 1,32 (a) 19,60 ± 0,40 (a) 

Producción por planta (g) 672,68 ± 68,98 (b) 1210,65 ± 27,70 (a) 

Como era de esperar, el mayor número de frutos cuajados en Alq y la 

competencia que se establece entre los dos sumideros (i.e. frutos derivados del 

ovario y del cáliz) afectaron al calibre del fruto verdadero. Así, el peso medio de 

los frutos verdaderos del mutante Alq era menor que el de las plantas WT (tabla 

13). A pesar de ello, la producción por planta fue significativamente mayor en el 

mutante Alq. Teniendo en cuenta sólo los frutos derivados del ovario, la 

producción por planta de Alq era un 30% mayor que la del WT (869 g respecto a 

672 g, tabla 13), mientras que si también se tenían en cuenta los frutos derivados 

del cáliz, la producción por planta de Alq aumentaba a un 80% respecto a la del 

WT.  

4.3.3. El mutante Alq exhibe partenocarpia facultativa 

Previo al inicio de este trabajo de investigación se había visto que los frutos 

de Alq contenían muy poca semilla. De media, en cada cosecha se recolectaban 

en torno a 1150 semillas a partir de cada planta WT, mientras que de Alq no se 

conseguían más de 200 (comunicación personal del Dr. Pineda). También se 

había observado que, aunque en general los frutos Alq siempre eran de menor 
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tamaño, algunos de los frutos que se desarrollaban en las plantas Alq eran de 

tamaño similar, e incluso mayor, que los del WT.  

Para clarificar la razón por la cual los frutos Alq contenían menos semilla 

determinamos la proporción de frutos con y sin semilla en el WT y Alq. Además, 

contabilizamos el número de semillas en los frutos de mayor calibre. Pudimos 

comprobar que la mayor parte de los frutos Alq carecían de semilla mientras que 

esto sólo ocurría en una pequeña proporción de los frutos WT (tabla 14). 

Tabla 14. Porcentaje y peso medio de los frutos sin semilla en el WT y Alq. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Línea 
Número de frutos 

evaluados 
Frutos sin semilla 

(%) 
Peso de los frutos 

(g) 

WT 118 2,95 ± 1,35 (b) 6,34 ± 0,45 (b) 

Alq 220 72,78 ± 4,52 (a) 12,56 ± 1,66 (a) 

 
Figura 48. Frutos de plantas WT y Alq. A) Fruto con semilla de 
una planta WT. B) Fruto sin semilla de una planta WT. C) Fruto 
sin semilla de una planta Alq. D) Detalle de una de las semillas 
de un fruto WT. E) Detalle de uno de los rudimentos seminales 
de un fruto Alq. 
Escala de barras: 1 cm en A, B y C, 1 mm en D y E. 
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Respecto a los frutos sin semilla, los de las plantas Alq eran de un calibre 

significativamente mayor que los del WT. Además, los lóculos de los frutos WT no 

contenían mucílago y tenían una morfología irregular (‘falsos frutos’ o ‘frutos tipo 

nuez’), mientras que los de Alq, a pesar de su pequeño calibre, eran de 

morfología más uniforme, sus lóculos estaban llenos de mucílago y, lo que resulta 

más notable, contenían rudimentos seminales (figura 48).  

Por otro lado, vimos que sólo los frutos de mayor calibre de las plantas Alq 

contenían un número suficiente de semilla (i.e. > 15 semillas). Como se puede ver 

en la tabla 15, el número de semillas en frutos de unos 60 g de peso era similar 

en el WT y en Alq.  

Estos resultados sugieren que la mayor parte de los frutos Alq cuajan en 

ausencia de polinización y, en parte, eso podría explicar que no alcancen el peso 

medio de los frutos WT. Sin embargo, cuando se produce la polinización y 

fecundación de los óvulos, los frutos Alq son capaces de alcanzar el calibre del 

fruto WT. 

Tabla 15. Número de semillas por fruto y peso medio de frutos con semilla del WT y Alq. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Línea 
Nº de frutos con 

semilla evaluados Nº de semillas / fruto 
Peso medio de los 

frutos evaluados (g) 

WT 25 33,56 ± 3,49 (a) 59,36 ± 2,09 (a) 

Alq 22 30,12 ± 5,41 (a) 60,71 ± 4,18 (a) 

La menor viabilidad del polen podría ser una de las razones de la 

partenocarpia de los frutos Alq. Para comprobarlo, analizamos la viabilidad del 

polen en flores en antesis de plantas WT y Alq mediante ensayos in vitro e in vivo.  

 
Figura 49. Ensayo in vitro de viabilidad del polen en el WT (A) y Alq (B). 
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Los resultados del análisis in vitro indicaron que la viabilidad del polen Alq no 

se encontraba afectada ya que los granos de polen de sus flores exhibían el 

mismo tamaño, morfología y tinción que los de las flores WT (figura 49). 

Tabla 16. Peso medio del fruto y número medio de semillas por fruto en 
retrocruces recíprocos entre el WT y Alq. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Retrocruce 
Número de frutos 

evaluados Peso del fruto (g) Nº semillas / fruto 

Alq x WT 12 47,21 ± 3,37 (a) 39,42 ± 5,83 (a) 

WT x Alq  15 52,15 ± 5,18 (a) 40,25 ± 4,95 (a) 

El análisis in vivo se llevó a cabo mediante retrocruces recíprocos entre el 

WT y Alq. En ambos retrocruces se obtuvieron frutos de tamaño parecido y con 

un número medio de semillas similar (tabla 16). Los resultados indicaban, por 

tanto, que el desarrollo de frutos sin semilla en las plantas Alq no estaba 

relacionado con menor viabilidad del polen. Estos resultados mostraban, además, 

que los óvulos de Alq eran completamente viables. 

4.3.4. Los ovarios del mutante Alq experimentan cuajado prematuro 

En el desarrollo normal de un fruto, el inicio del cuajado depende del éxito de 

la polinización y fecundación (Gillaspy et al, 1993), siendo la antesis floral el 

estadio en el que ocurren estos procesos. Pocos día antes de la antesis, el ovario 

entra en un estado de interrupción del crecimiento (se detienen las divisiones 

celulares), y cuando se completa con éxito el proceso de fertilización, el ovario 

reanuda de nuevo el crecimiento. 

Con el objetivo de evaluar un posible cuajado prematuro del fruto 

examinamos el diámetro de ovarios WT y Alq en tres estadios del desarrollo floral: 

5 días previos a la antesis, 2 días previos a la antesis y estadio de antesis. En 

ovarios en estadios de 5 y 2 días previos a la antesis no observamos diferencias 

significativas de diámetro entre el WT y Alq, aunque los ovarios Alq en el estadio 

de 2 días previos a la antesis tenían un diámetro ligeramente mayor (figura 50). 

En estadio de antesis, el diámetro de los ovarios Alq era significativamente mayor 

que el de los ovarios WT (figura 50). En concreto, el diámetro medio de los 

ovarios WT fue de 2,01 mm mientras que el de los ovarios Alq era de 2,37 mm, lo 

que representa aproximadamente un 17% de incremento. 
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Figura 50. Comparación del desarrollo del ovario en el WT y Alq 
en los estadios del desarrollo floral de 5 días previos a la antesis 
(pre-antesis -5), 2 días previos a la antesis (pre-antesis -2) y 
estadio de antesis. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. * sobre la barra 
de error indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test 
de Fisher). 

Para obtener más información acerca del aumento de diámetro de los 

ovarios Alq analizamos mediante histología secciones transversales de ovarios en 

estadio de antesis. Observamos que el espesor del pericarpo de los ovarios Alq 

era significativamente mayor que el de los ovarios WT (tabla 17, figura 51). 

Tabla 17. Espesor, número de capas celulares y tamaño de las células del pericarpo 
de ovarios en estadio de antesis del WT y Alq. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Parámetros WT Alq 

Espesor del pericarpo (µm) 102,56 ± 3,28 (b) 184,75 ± 5,79 (a) 

Capas celulares del pericarpo (n) 9,93 ± 0,15 (b) 14,15 ± 0,17 (a) 

Tamaño de las células del pericarpo (µm) 18,05 ± 0,29 (a) 18,16 ± 0,27 (a) 

Pudimos comprobar que el mayor espesor del pericarpo se debía a un 

mayor número de capas celulares ya que el tamaño de las células pericárpicas 

era similar en las dos líneas (tabla 17). Estos resultados sugieren que el mayor 

tamaño del ovario Alq en el estadio de antesis se debe a procesos prematuros de 

división celular previos a la fertilización de los óvulos. Es decir, mientras que el 

ovario del WT se encuentra en un estado de interrupción del crecimiento o bien 

está a punto de reanudarlo, el ovario Alq se encuentra en un proceso de activa 

división celular. Por tanto, en Alq se han iniciado las divisiones celulares en 

etapas previas a la fertilización de los óvulos. 
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Figura 51. Secciones transversales de ovarios en estadio de antesis del WT (izda.) y 
de Alq (dcha.). 

Con el objetivo de determinar si los ovarios Alq eran capaces de cuajar en 

fruto en ausencia de polinización se llevó a cabo un experimento de emasculación 

floral en estadios previos a la liberación del polen. Como se puede ver en la tabla 

18, todas las flores emasculadas de las plantas WT abortaron mientras que el 

45% de las flores emasculadas de Alq fueron capaces de cuajar frutos (figura 52). 

Además, se produjo el cuajado de fruto a partir de cálices Alq en casi el 80% de 

las flores (tabla 18). Estos resultados indican que las flores del mutante Alq son 

capaces de cuajar frutos en ausencia de polinización. 

Tabla 18. Cuajado de frutos derivados del ovario y del cáliz a partir de flores WT y Alq 
emasculadas en pre-antesis. 

Línea 
Nº de flores 

emasculadas 
Nº ovarios 
cuajados 

% de ovarios 
cuajados 

Nº de cálices 
cuajados 

% de cálices 
cuajados 

WT 68 0 0 - - 

Alq 69 31 44,9 54 78,3 
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4.3.5. Expresión de genes implicados en el cuajado de fruto 

Se llevaron a cabo análisis comparativos de expresión para ver las 

interacciones genéticas entre la mutación Alq y otros genes de tomate implicados 

en el desarrollo reproductivo y el cuajado de fruto. Los análisis se realizaron tanto 

en cálices como en ovarios de flores en tres estadios del desarrollo floral, a saber, 

2 días antes de la antesis (a partir de ahora, pre-antesis), antesis y 5 días 

posteriores a la antesis (a partir de ahora, post-antesis). 

Analizamos si HYD/SlSPL (Rojas-Gracia et al, 2017), un gen de tomate 

esencial para el inicio de la esporogénesis y la prevención del crecimiento precoz 

del ovario, se encontraba afectado en el mutante Alq. Los resultados de expresión 

no revelaron diferencias significativas entre el WT y Alq, ni en cálices ni en ovarios 

(figura 53). 

 
Figura 53. Expresión relativa de HYD/SlSPL en cálices (A) y ovarios (B) del WT y de Alq en 
estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), antesis y post-antesis (5 días posteriores 
a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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También se analizaron los niveles de transcrito de algunos genes implicados 

en la biosíntesis de las giberelinas (SlGA20ox1, SlGA20ox2, SlGA20ox3, 

SlGA3ox1 y SlGA3ox2) y en la inactivación de las giberelinas (SlGA2ox1 y 

SlGA2ox2). En cálices de Alq se detectaron cambios importantes en los niveles 

de transcrito de los genes SlGA20ox1, SlGA20ox2 y SlGA20ox3. En este sentido, 

el gen SlGA20ox1 exhibía un nivel significativamente mayor de expresión en el 

estadio de antesis mientras que los genes SlGA20ox2 y SlGA20ox3 exhibían una 

regulación al alza en el estadio de post-antesis (figuras 54A, 54C y 54E). En los 

ovarios Alq no se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresión 

del gen SlGA20ox1 en los estadios de pre-antesis y antesis; sin embargo, su nivel 

de expresión era significativamente menor en ovarios en post-antesis (figura 54B). 

Por otro lado, en cálices Alq se detectó un mayor nivel de expresión del gen 

SlGA3ox1 en los estadios de pre-antesis y post-antesis (figura 55A), mientras que 

los niveles de transcrito de SlGA3ox2 fueron menores en antesis y post-antesis 

(figura 55C). En ovarios Alq, los genes SlGA3ox1 y SlGA3ox2 se expresaron 

significativamente más en el estadio de pre-antesis (figuras 55B y 55D). Por lo 

que respecta a los genes implicados en la inactivación de las giberelinas (GA2 

oxidasas), no se detectaron cambios en los niveles de transcrito del gen 

SlGA2ox1, ni en cálices ni en ovarios. Sin embargo, el gen SlGA2ox2 se expresó 

menos en cálices Alq de flores en post-antesis y más en ovarios Alq de flores en 

pre-antesis y antesis (figuras 55G y 55H). 
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Figura 54. Expresión relativa de los genes SlGA20ox1, SlGA20ox2 y SlGA20ox3 en cálices 
(A, C y E) y ovarios (B, D y F) del WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días previos a la 
antesis), antesis y post-antesis (5 días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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Figura 55. Expresión relativa de los genes SlGA3ox1, SlGA3ox2, SlGA2ox1 y SlGA2ox2 en 
cálices (A, C, E y G) y ovarios (B, D, F y H) del WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días 
previos a la antesis), antesis y post-antesis (5 días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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SlARF7 y SlARF8). Se detectaron mayores niveles de expresión del gen SlIAA9 

en cálices Alq de flores en estadio de post-antesis (figura 56A). En ovarios Alq no 

se observaron cambios significativos en la expresión de este gen (figura 56B). El 

gen SlARF7 exhibió menor nivel de expresión en cálices Alq y mayor en ovarios 

Alq en el estadio de antesis (figuras 56C y 56D). De mayor interés fue lo que 

ocurrió con la expresión del gen SlARF8, que aumentó significativamente en 

ovarios Alq en los estadios de pre-antesis y antesis (figura 56F), mientras que en 

cálices el nivel de expresión de este gen fue mayor en el estadio de post-antesis 

(figura 56E). 

 
Figura 56. Expresión relativa de los genes SlIAA9, SlARF7 y SlARF8 en cálices (A, C y E) y 
ovarios (B, D y F) del WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), 
antesis y post-antesis (5 días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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Por otro lado, se analizaron los niveles de expresión de tres genes MADS 

box: Tomato Agamous 1 (TAG1), Tomato Agamous Like 1 (TAGL1-ALQ) y 

Tomato Agamous Like 6 (TAGL6). Los genes TAG1 y TAGL1-ALQ se 

encontraban sobre-expresados tanto en los cálices como en los ovarios de las 

flores Alq en la mayor parte de los estadios florales que se evaluaron (figuras 

57A-57D).  

 
Figura 57. Expresión relativa de los genes TAG1, ALQ-TAGL1 y TAGL6 en cálices (A, C y E) 
y ovarios (B, D y F) del WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), 
antesis y post-antesis (5 días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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especialmente en ovarios (figura 57B). No se detectó la expresión de TAGL1-ALQ 

en cálices WT, mientras que en cálices Alq este gen se encontraba sobre-

expresado (figura 57C). En ovarios del mutante sólo detectamos diferencias 

significativas en la expresión de TAGL1-ALQ en el estadio de antesis (figura 57D).  

Un sorprendente patrón de expresión se observó tras el análisis del gen 

TAGL6 en ovarios de flores Alq, donde se detectaron mayores niveles de 

expresión en todos los estadios del desarrollo que se analizaron (figura 57F). Por 

el contrario, los niveles de expresión de este gen eran menores en cálices Alq, 

especialmente en el estadio de antesis (figura 57E). 

El proceso de cuajado de fruto va acompañado de un incremento en la tasa 

de división celular. Por ello, también analizamos la expresión de genes que 

participan en el control de la división (SlWUS) y el ciclo celular (CycA1, CycD3 y 

CDKA1). En cálices Alq detectamos mayores niveles de expresión de los genes 

CycA1, CycD3 en los estadios de pre-antesis y antesis, mientras que en post-

antesis la actividad de estos genes fue menor (figuras 58A y 58C).  

 
Figura 58. Expresión relativa de los genes CycA1 y CycD3 en cálices (A) y ovarios (B) del 
WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), antesis y post-antesis (5 
días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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En cálices no se detectaron cambios en los niveles de expresión del gen 

CDKA1 (figura 59A). Por lo que respecta a SlWUS, el nivel de expresión en 

cálices fue mayor en pre-antesis, aunque en los estadios de antesis y post-antesis 

se detectaron niveles significativamente menores (figura 59C). En los ovarios de 

las flores Alq, el nivel de expresión del gen CycA1 era significativamente menor 

en post-antesis y algo similar ocurría con el gen CycD3 en los estadios de antesis 

y post-antesis (figuras 58B y 58D). Por el contrario, el nivel de expresión del gen 

CDKA1 fue significativamente mayor en los ovarios Alq en pre-antesis y antesis 

(figura 59B). Además, el nivel de expresión de SlWUS fue significativamente 

mayor en los ovarios Alq en todos los estadios florales analizados (figura 59D). 

 
Figura 59. Expresión relativa de los genes CDKA1 y SlWUS en cálices (A) y ovarios (B) del 
WT y de Alq en estadios de pre-antesis (2 días previos a la antesis), antesis y post-antesis (5 
días posteriores a la antesis). 
* Indica diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 
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nivel de ABA era menor. El contenido de GA4 era similar en el mutante y en el WT 

(figura 60A); sin embargo, el de GA1 era mayor en los tres estadios florales 
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significativamente menor en los estadios correspondientes a 5 y 2 días previos a 

la antesis (figura 60C). También se analizó el nivel de IAA y, aunque las 

diferencias entre el WT y Alq no resultaron significativas en ninguno de los 

estadios analizados, se detectó un incremento notable de esta hormona en los 

ovarios en pre-antesis (AD -2) de Alq (figura 60D). 

 

Figure 60. Nivel endógeno de diferentes hormonas en ovarios de plantas WT y Alq. 
El análisis se llevó a cabo en ovarios en los estadios de 5 días pre-antesis (AD -5), 2 
días pre-antesis (AD -2) y antesis (AD). (A, B) GA4 y GA1: giberelinas GA4 and GA1, 
(C) ABA: ácido abscísico, (D) IAA: ácido indolacético, (E) DHZ: dihydro-zeatina, (F) 
IP: isopenteniladenina y (G) tZ: trans-zeatina. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (P ≤0.05). 
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Por lo que respecta a las citoquininas, los ovarios Alq contenían niveles de 

DHZ, IP y tZ significativamente mayores en el estadio de pre-antesis -5 (figuras 

60E-60G). En concreto, el nivel de DHZ era 485 veces mayor, el de IP 122 veces 

mayor y el de tZ más de 1400 veces mayor. Además, el contenido de DHZ fue 

significativamente mayor en el estadio de pre-antesis -2 (500 veces mayor) y el de 

tZ fue significativamente mayor tanto en el estadio de pre-antesis -2 (290 veces 

mayor) como en el estadio de antesis (75 veces mayor). Estos resultados parecen 

indicar que el cuajado prematuro del fruto en el mutante Alq está mediado 

principalmente por el incremento de los niveles de citoquininas en los ovarios. 

4.3.7. Cuajado de fruto en plantas con menores niveles del gen ALQ 

Para saber cuál era el efecto del silenciamiento del gen ALQ sobre el 

cuajado del fruto, evaluamos la producción de fruto en plantas con el gen ALQ 

silenciado mediante la técnica de interferencia por RNA (RNAi ALQ). Además, 

teniendo en cuenta las funciones redundantes de los genes TAG1 y ALQ (i.e. 

TAGL1) en el desarrollo reproductivo de tomate (Giménez et al, 2016), también se 

evaluó la producción de fruto tanto en plantas con el gen TAG1 silenciado (RNAi 

TAG1) como en plantas con ambos genes silenciados (RNAi TAG1/TAGL1).  

Tabla 19. Caracterización fenotípica del desarrollo reproductivo en plantas WT (Moneymaker) 
RNAi ALQ, RNAi TAG1 y RNAi ALQ/TAG1. 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Parámetros WT RNAi ALQ RNAi TAG1 RNAi ALQ/TAG1 

Flores por inflorescencia 
12,36 ± 1,35  

(a) 
9,94 ± 0,55  

(b) 
12,31 ± 0,92  

(a) 
11,46 ± 0,46  

(a) 

Frutos por inflorescencia 
4,93 ± 0,50  

(a) 
2,46 ± 0,18  

(b) 
0,32 ± 0,18  

(c) 
0 

Tasa de cuajado (%) 
43,13 ± 2,82  

(a) 
27,09 ± 2,69  

(b) 
2,25 ± 1,45  

(c) 
0 

Peso del fruto (g) 
50,32 ± 1,10  

(a) 
43,26 ± 2,37  

(a) 
39,48 ± 7,65  

(a) 
0 

Producción por planta (g) 
1487,59 ± 146,31 

(a) 
713,62 ± 63,66 

(b) 
166,39 ± 98,67 

(c) 
0 

En las plantas RNAi TAG1 la mayor parte de los frutos que cuajaban eran 

pequeños, huecos (i.e. sin mucílago) y, por tanto, carecían de semilla (parecidos a 

los que se pueden ver en la figura 48B, aunque de menor calibre). Debido a sus 

características, nos pareció conveniente no tener en cuenta estos frutos a la hora 

de calcular los valores medios y esto explica la baja tasa de cuajado así como la 

menor producción de las plantas RNAi TAG1 (tabla 19). En las plantas RNAi ALQ 
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observamos una importante reducción de la tasa de cuajado de fruto, a pesar de 

que desarrollaron menos flores por inflorescencia que en el WT (tabla 19). 

Además, la producción de fruto disminuyó significativamente. En efecto, la 

producción de las plantas RNAi ALQ fue un 50% menor que en las plantas WT 

(tabla 19). Respecto al peso del fruto, no se detectaron diferencias significativas 

entre el WT y las plantas RNAi ALQ y RNAi TAG1. Como se puede ver en la tabla 

19, lo más interesante fue la ausencia de cuajado de fruto en las plantas con los 

dos genes silenciados. Los resultados indican que el silenciamiento de ALQ 

disminuye significativamente la tasa de cuajado de fruto y, por ende, la 

producción. Además, el cuajado se inhibe completamente cuando TAG1, un gen 

con efectos redundantes en el desarrollo reproductivo de tomate, se silencia 

conjuntamente con ALQ. 

4.3.8. Cuajado de fruto del mutante Alq en condiciones de moderada 

salinidad 

Los resultados del experimento realizado in vitro con el mutante sugirieron 

que su mayor vigor vegetativo y una arquitectura radicular distinta permiten que 

Alq tolere mejor ciertas condiciones de estrés (i.e. estrés osmótico). Además, el 

cuajado de fruto de Alq ocurre principalmente en ausencia de polinización y 

fecundación. Por estas razones, realizamos un experimento en condiciones de 

moderada salinidad para ver si, en términos de cuajado y producción de fruto, el 

mutante Alq exhibía un mejor comportamiento. Las plantas se cultivaron en 

condiciones control (sin NaCl) e irrigadas con una solución nutritiva salina (50 mM 

de NaCl). El riego con sal se inició cuando las plantas habían desarrollado 6 hojas 

verdaderas y el tratamiento salino se mantuvo hasta el final del experimento. 

En ausencia de estrés, el cuajado de fruto verdadero (i.e. derivado del 

ovario) fue significativamente mayor en Alq. Al igual que se vio en el primer 

experimento (ver tabla 13 y figura 62), la mayor tasa de cuajado del mutante Alq 

era consecuencia del desarrollo de un mayor número de frutos, incluso a pesar de 

que en este experimento las plantas Alq desarrollaron menos flores por 

inflorescencia (tabla 20). De nuevo observamos que el mayor cuajado y, la 

ausencia de semillas en la mayor parte de los frutos de Alq, repercutía sobre el 

calibre del fruto. En este sentido, el peso medio de los frutos WT fue 

significativamente mayor que el de los frutos Alq. Por lo que respecta a la 

producción y con independencia de que se tuvieran o no en cuenta los frutos 
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derivados del cáliz, no se detectaron diferencias significativas entre las plantas 

WT y Alq. 

En condiciones salinas, tanto el número de flores como el de frutos de las 

plantas WT disminuyeron significativamente respecto al cultivo sin sal. Sin 

embargo, estos parámetros no se vieron afectados en las plantas Alq. En efecto, 

las plantas Alq desarrollaron unas 9 flores en ausencia de estrés y un número 

similar en condiciones salinas. Respecto a los frutos, las plantas Alq desarrollaron 

7 frutos en ausencia de sal y casi 8 en condiciones salinas (figura 62). 

Tabla 20. Caracterización fenotípica del desarrollo reproductivo en plantas WT y Alq cultivadas en 
condiciones control (sin sal) y de moderada salinidad (50 mM NaCl). 
Los valores se expresan como la media ± error estándar. Para cada parámetro, letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

Parámetros 
Sin estrés salino Con estrés salino (50 mM NaCl) 

WT Alq WT Alq 

Flores por inflorescencia 11,09 ± 0,27 
(a) 

9,25 ± 0,39 
(b) 

8,26 ± 0,21 
(c) 

9,30 ± 0,28 
(b) 

F
ru

to
s 

de
riv

a
d

os
 d

el
 

ov
ar

io
 

Frutos por 
inflorescencia 

3,08 ± 0,43 
(b) 

7,05 ± 0,46 
(a) 

2,01± 0,23 
(c) 

7,88 ± 0,43 
(a) 

Tasa de cuajado 
(%) 

27,45 ± 3,72 
(b) 

75,11 ± 2,66 
(a) 

25,29 ± 2,91 
(b) 

84,33 ± 3,45 
(a) 

Peso del fruto (g) 46,72 ± 1,10 
(a) 

22,89 ± 3,90 
(b) 

29,03 ± 1,38 
(b) 

16,22 ± 1,23 
(c) 

Producción por 
planta (g) 

1097,56 ± 118,98 
(a) 

928,67 ± 78,95 
(a) 

599,40 ± 74,62 
(b) 

834,95 ± 99,96 
(ab) 

F
ru

to
s 

de
riv

a
d

os
 d

el
 c

á
liz

 Frutos por 
inflorescencia 

n.d. 
8,58 ± 0,29 

(a) 
n.d. 

9,28 ± 0,29 
(a) 

Tasa de cuajado 
(%) 

n.d. 
93,20 ± 3,32 

(a) 
n.d. 

99,77 ± 0,23 
(a) 

Peso del fruto (g) n.d. 
4,55 ± 0,27 

(a) 
n.d. 

3,41 ± 0,20 
(b) 

Producción por 
planta (g) 

n.d. 
245,70 ± 13,52 

(a) 
n.d. 

216,87 ± 13,38 
(a) 

F
ru

to
s 

de
riv

a
d

as
 d

e 
ov

ar
io

 y
 c
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iz

 

Frutos por 
inflorescencia 

3,08 ± 0,43 
(b) 

8,58 ± 0,29 
(a) 

2,01± 0,23 
(c) 

9,28 ± 0,29 
(a) 

Tasa de cuajado 
(%) 

27,45 ± 3,72 
(b) 

93,20 ± 3,32 
(a) 

25,29 ± 2,91 
(b) 

99,77 ± 0,23 
(a) 

Peso del fruto (g) 46,72 ± 1,10 
(a) 

27,34 ± 4,18 
(b) 

29,03 ± 1,38 
(b) 

19,63 ± 1,41 
(c) 

Producción por 
planta (g) 

1097,56 ± 118,98 
(a) 

1170,59 ± 83,22 
(a) 

599,40 ± 74,62 
(b) 

1051,82 ± 112,10 
(a) 
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En ambas líneas (WT y Alq), el estrés salino afectó significativamente al 

peso de los frutos, aunque las reducciones de peso fueron más dramáticas en el 

WT (tabla 21). 

Tabla 21. Comparación relativa del desarrollo reproductivo de las líneas tratadas con sal 
con respecto a la condición control (i.e. sin sal) tanto en el WT (i.e. WT con sal vs WT sin 
sal) como en Alq (i.e. Alq con sal vs Alq sin sal). 
Para cada uno de los parámetros, * indica diferencias estadísticamente significativas entre la condición 
control y la condición salina. 

Parámetros WT Alq (fruto) Alq (fruto + cáliz) 

Frutos por inflorescencia ↓↓ (-34,7%) * ↑ (+11,7%) ~↑ (+8,2%) 

Tasa de cuajado (%) ~↓ (-7,8%) ↑ (+12,3%) ~↑ (+7,1%) 

Peso del fruto (g) ↓↓ (-37,9%) * ↓ (-29,1%) * ↓ (-28,2%) * 

Producción por planta (g) ↓↓ (-45,4%) * ~↓ (-10,1%) ~↓ (-10,4%) 

En este sentido, casi el 50% de los frutos que cuajaron en el WT en 

condiciones no salinas tenía un peso igual o mayor a 50 g, aproximadamente la 

otra mitad pesaban entre 20 y 50 g, y una pequeña proporción pesaba menos de 

20 g. En condiciones salinas sólo el 3% de los frutos eran de 50 g, casi el 75% 

pesaban entre 20 y 50 g y más del 20% pesaban menos de 20 g (figura 61). En 

todos estos rangos de peso se detectaron diferencias significativas. Por el 

contrario, no se detectaron diferencias significativas cuando se compararon esos 

rangos de peso en Alq (figura 61). 

 

Figura 61. Porcentaje de frutos en cada planta por rango de pesos. A) WT, B) Alq (frutos 
derivados del ovario) y C) Alq (frutos derivados del ovario y del cáliz). 
Para cada rango de pesos, * indica diferencias estadísticamente significativas entre la condición control y 
la condición salina. 

Lo más interesante fue que las plantas Alq eran capaces de mantener la 

producción de fruto bajo las condiciones de moderada salinidad. En las plantas 

WT, la producción por planta fue significativamente menor en condiciones salinas 

(599,4 g vs 1097,6 g, tabla 20), lo que representó una disminución del rendimiento 
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de más del 45% (tabla 21). Sin embargo, la producción por planta en Alq alcanzó 

928 g en condiciones no salinas y 834 g en condiciones salinas considerando sólo 

los frutos derivados del ovario. Teniendo en cuenta también los frutos derivados 

del cáliz la producción ascendía a 1170 g en condiciones no salinas y 1051 g en 

condiciones salinas. En ambos casos, la producción de fruto no se vio 

significativamente reducida por el efecto del estrés salino. 

 
Figura 62. Frutos en inflorescencias de plantas WT (A, C) y Alq (B, D) en 
ausencia de estrés salino (A, B) y condiciones de moderada salinidad (C, 
D). Las inflorescencias Alq producen más frutos por inflorescencia tanto en 
condiciones control como salinas. 
Las flechas señalan una flor en la que sólo se ha producido el cuajado en fruto del 
cáliz Alq y flores que se han secado en plantas WT cultivadas en condiciones de 
estrés. 

Escala de barras: 1 cm 



 



 

 

 

5. Discusión 

 

 

5.1. Los mutantes Lfs2084 y Lfs2448 exhiben menor tasa de cuajado de fruto 

El cuajado del fruto es uno de los caracteres de mayor transcendencia 

económica puesto que contribuye a la producción de un cultivar. Este proceso 

representa la primera etapa del desarrollo de un fruto y depende del éxito de la 

polinización y de la fecundación (Gillaspi, 1993). El cuajado de fruto está regulado 

en gran medida por señales hormonales, especialmente auxinas y giberelinas, ya 

que tras la polinización se produce una regulación positiva de los genes de 

respuesta a estas dos hormonas (de Jong et al, 2009). En tomate se han descrito 

diversos genes que se activan o reprimen a lo largo de las primeras etapas del 

desarrollo del fruto (Wang et al, 2009), y se ha demostrado que la inactivación de 

algunos reguladores genéticos induce el desarrollo de fruto en ausencia de 

polinización (Wang et al, 2005; Goetz et al, 2007; de Jong et al, 2009; Klap et al, 

2016; Rojas-Gracia et al, 2017). Sin embargo, aún no se han identificado todos 

los genes que tienen un papel clave en este proceso. La identificación y posterior 

análisis de mutantes afectados en la tasa de cuajado es una de las mejores 

estrategias para lograr este propósito. 

Las investigaciones realizadas en esta Tesis Doctoral han hecho factible la 

identificación de dos mutantes de tomate afectados en la tasa de cuajado de fruto, 

a saber, Lower fruit setting 2084 y 2448 (Lfs2084 y Lfs2448). La caracterización 

genética demostró que ambas mutaciones presentan un patrón de herencia 

autosómica dominante y están ocasionadas por insertos de T-DNA. En el mutante 

Lfs2084 la tasa de cuajado disminuye en casi un 85% respecto a lo que ocurre en 

el WT, mientras que en Lfs2448 la disminución es de en torno al 50%. En ambos 

mutantes, las flores producen menor cantidad de polen funcional. Los resultados 
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obtenidos indican, pues, que los genes afectados en los dos mutantes 

desempeñan un papel importante en el proceso del desarrollo del polen. La menor 

calidad del polen en estos dos mutantes podría ser una de las causas de la menor 

tasa de cuajado de fruto. Con todo, la mutación Lfs2084 también determina 

alteraciones en el pistilo que parecen conducir, en última instancia, a una menor 

receptividad estigmática y a una disminución del tránsito de los tubos polínicos a 

través del estilo, lo que podría explicar la escasa tasa de cuajado de este 

mutante.  

5.2. Las mutaciones Lfs2084 y Lfs2448 conducen a letalidad del gameto 

masculino 

La formación del gametófito a partir del esporófito es el resultado de dos 

procesos secuenciales, la esporogénesis y la gametogénesis (Yang y 

Sundaresan, 2000). Durante la esporogénesis se produce el tejido esporogénico 

que posteriormente sufre divisiones meióticas para dar lugar a las microsporas y 

megasporas. En las plantas superiores, los programas del desarrollo que 

conducen a la formación de órganos masculinos y femeninos son independientes, 

y muchas de las mutaciones que se han identificado alteran la funcionalidad del 

polen pero no tienen efectos sobre la fertilidad femenina. Los análisis genéticos 

en una amplia variedad de plantas han indicado que la mayor parte de las 

mutaciones que conducen a infertilidad masculina están controladas por genes 

nucleares. La mayoría de los mutantes descritos con esterilidad masculina son 

esporofíticos en su modo de herencia y mecanismo de acción (Chaudhury, 1993). 

Este tipo de mutantes suele tener un modo de herencia recesivo, es decir, las 

plantas heterocigóticas para la mutación producen polen normal, y el alelo 

mutante puede transmitirse a la siguiente generación. Sin embargo, todos los 

granos de polen de plantas homocigóticas para el alelo mutante se encuentran 

afectados en el interior de la antera. Estas mutaciones afectan a etapas clave de 

la meiosis y, por ello, se denominan mutantes meióticos (revisado por Caryl et al, 

2003). Por el contrario, los mutantes con esterilidad gametofítica masculina 

afectan a genes que actúan después de la meiosis (mutantes post-meióticos), en 

la fase haploide del desarrollo del polen, y por lo tanto, solo los granos de polen 

que portan el alelo mutante se ven afectados. Es decir, en estos mutantes, la 

mitad del polen de las plantas heterocigóticas para la mutación es inviable; y el 

fenotipo mutante sólo puede ser transmitido por la vía materna (McCormick, 

2004).  
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Como se comentaba en el apartado anterior, la caracterización de los 

mutantes Lfs2084 y Lfs2448 indicó que las flores de ambos mutantes producían 

menor cantidad de polen funcional. Una caracterización más detallada permitió 

descubrir un fenómeno de letalidad del gameto masculino asociado a ambas 

mutaciones. En Lfs2084, ninguna de las plantas obtenidas a partir del cruce WT ♀ 

x Lfs2084 ♂ contenían el inserto y todas tenían fenotipo WT, mientras que el 

cruce Lfs2084 ♀ x WT ♂ generaba plantas WT sin inserto y mutantes con inserto 

en la misma proporción (i.e. 1 : 1). En Lfs2448, la progenie () de plantas 

heterocigóticas para el alelo mutante segregaba plantas WT sin inserto y 

mutantes con inserto en una proporción 1 : 1. El genotipado de la población 

segregante mediante PCR indicó que las plantas WT no contenían alelo mutante 

mientras que todas las plantas mutantes contenían el alelo mutante en 

configuración heterocigótica. Estos resultados indican la participación de un único 

locus mutante que genera esterilidad masculina a nivel gametofítico. Sin embargo, 

la degeneración del grano de polen ocurría en estadios de desarrollo diferentes en 

cada uno de los mutantes. En el mutante Lfs2084, la degeneración de los granos 

de polen parecía producirse durante la etapa de microgametogénesis, toda vez 

que las primeras alteraciones fueron evidentes durante el estadio de pre-antesis 

floral, es decir, en la etapa de polen bicelular temprano. En el mutante Lfs2448, 

sin embargo, también se observaron alteraciones durante la última fase de la 

microsporogénesis, en concreto, en estadios florales en los que el polen se 

encuentra en etapa de tétrada.  

En Arabidopsis se han descrito varios mutantes con esterilidad gametofítica 

masculina como consecuencia de la disrupción de genes que regulan la división 

asimétrica y la formación de la línea germinal masculina, genes implicados en la 

división de células germinales o genes asociados con la especificación de línea 

germinal (revisado en Borg et al, 2009). En maíz, la mutación gametophytic male 

sterile-1 (gaMS-1), identificada en un programa de mutagénesis insercional con 

transposones, promueve la degeneración del polen durante o inmediatamente 

después de la primera división mitótica de la microspora (Sari-Gorla et al, 1996). 

El mapeado de gaMS-1 mediante diferentes tipos de marcadores localizó dicho 

locus en el brazo corto del cromosoma 2 (Fink et al, 2001). En tomate se ha 

demostrado que el gen LeProT1 codifica un transportador de prolina y se expresa 

específicamente en polen maduro (Schwacke et al, 1999). Los autores sugieren 

que LeProT1 facilita la entrada de prolina y solutos compatibles necesarios para el 

desarrollo del polen y su germinación. La anulación de la función de este gen 
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podría promover letalidad gamética masculina, aunque no se ha demostrado. De 

hecho, su homólogo en Arabidopsis, AtProT1, también exhibe un elevado nivel de 

expresión en polen maduro (Lehmann et al, 2011). Sin embargo, la mutación 

prot1-1 no altera la viabilidad del polen, probablemente debido a que el gen ProT3 

es capaz de complementar funcionalmente la ausencia de función de ProT1 

(Biancucci et al, 2015). Más recientemente, la inserción de un transposón en el 

gen SlGWD (codifica una enzima implicada en la fosforilación del almidón) causó 

letalidad gamética masculina en tomate (Nashilevitz et al, 2009). La síntesis de 

almidón ocurre en etapas tempranas del desarrollo del polen de tomate, después 

de la primera mitosis haploide, y es hidrolizado a lo largo de las etapas 

posteriores. El proceso se completa después de la deshidratación de la antera, 

momento en el que el grano de polen ya no contiene almidón (Pacini y Franchi, 

1998; Polowick y Sawhney, 1993). Según Nashilevitz et al (2009), la letalidad 

gametofítica en el mutante insercional legwd::Ds se debe a una elevada 

acumulación de almidón y niveles reducidos de azúcares en los granos maduros 

de polen que ocasionan una reducción de la germinación del polen.  

Como se comentaba en un párrafo anterior, la mayoría de los mutantes con 

esterilidad masculina son esporofíticos. En especies de interés agronómico se 

han identificado pocos mutantes gametofíticos masculinos y en Arabidopsis se 

han identificado no más de una docena. La disponibilidad de mutantes con 

esterilidad gametofítica masculina en otras especies distintas a Arabidopsis 

ofrecería la oportunidad de identificar los genes que están implicados en el 

desarrollo post-meiótico del polen. Además, estos mutantes no tienen afectada la 

fertilidad femenina. Por tanto, los genes alterados permitirían generar plantas 

andro-estériles mediante tecnologías basadas en CRISP-Cas9, lo que tendría un 

enorme interés en los programas de mejora. 

5.3. La mutación Lfs2084 altera la ruta MEP 

El análisis del contenido endógeno de hormonas del mutante Lfs2084 indicó 

que, respecto al WT, las concentraciones de ácido abscísico (ABA) y giberelina 1 

(GA1) disminuían mientras que el nivel de zeatina (Z) aumentaba, en todos los 

casos de manera significativa. Además, en Lfs2084 se detectó menor 

concentración de ácido indolacético (IAA) y mayor de jasmónico (JA), aunque las 

diferencias no resultaron significativas desde un punto de vista estadístico.  

Se ha reportado que las citoquininas tienen un efecto inductor sobre los 

tricomas, especialmente en inflorescencias (Ishida et al, 2008). Un efecto similar 
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tiene el ácido jasmónico, al que se le ha asignado un efecto positivo tanto sobre la 

densidad como sobre el número de tricomas en hojas (Traw et al, 2003). Los 

mayores niveles de citoquinina y ácido jasmónico en Lfs2084 podrían explicar la 

mayor densidad de tricomas que se observó en hojas (ver figura 15) y 

especialmente en inflorescencias (figura 19). 

El papel fundamental que desempeñan las auxinas y giberelinas durante el 

cuajado del fruto ha sido extensamente documentado. Diferentes ejemplos 

ilustran el papel que desempeñan estas hormonas en el cuajado del fruto de 

tomate: i) el efecto de la polinización y fertilización de la flor (i.e. cuajado del fruto) 

puede ser mimetizado mediante la aplicación exógena de ambas hormonas, ii) el 

desarrollo de frutos partenocárpicos está asociado a mayores niveles endógenos 

de auxinas y giberelinas (Gorguet et al, 2004), y iii) se ha demostrado que la 

manipulación genética de las rutas biosintéticas de auxina y giberelinas promueve 

cuajado independiente de polinización (Pandolfini, 2009). Por otro lado, se ha 

propuesto que las giberelinas producidas por el polen pueden desempeñar un 

importante papel en la biosíntesis de auxina en el ovario, actuando como una 

señal que desencadena el cuajado de fruto (revisado en Srivastava y Handa, 

2005). Comoquiera que la GA1 es la forma activa que induce el desarrollo del fruto 

de tomate (Serrani et al, 2007), los menores niveles de IAA y GA1 detectados en 

Lfs2084 son coherentes con la escasa tasa de cuajado de fruto en el mutante. 

Respecto al ABA, se ha descrito que es una de las hormonas inductoras de 

esterilidad masculina. En tomate, la aplicación exógena de ABA interrumpe el 

desarrollo de las anteras y causa aborto del polen (Rastogi y Sawhney, 1988; 

Chandra Sekhar y Sawhney, 1991). Stamenless-2 (sl-2), un mutante de tomate 

con esterilidad masculina estructural debido a la anomalía en el desarrollo de las 

anteras, tiene mayores contenidos de ABA en tejidos vegetativos y florales que el 

WT (Singh y Sawhney, 1997). Los mayores niveles de ABA se detectaron en 

anteras coincidiendo con el momento en el que aparecían las alteraciones en este 

órgano. A priori, no parece que exista una asociación clara entre la menor 

fertilidad del polen observada en Lfs2084 y la menor concentración de ABA. Sin 

embargo, los menores niveles de ABA en el mutante podrían estar asociados a 

alteraciones en la ruta que conduce a la síntesis de ABA. En tomate se ha 

observado un color amarillo más pálido en la corola de flores transgénicas que 

tienen silenciado LeZEP1, un gen que codifica para zeaxantina epoxidasa (Taylor 

et al, 2000). Este fenotipo se asoció a una mayor acumulación de zeaxantina en la 
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corola de las plantas transgénicas. Las flores del mutante Lfs2084 tienen pétalos 

de color amarillo pálido (ver figura 19) y son muy parecidas a las de las plantas 

transgénicas que tienen silenciado LeZEP1 (Taylor et al 2000: “Control of abscisic 

acid synthesis”, figura 2). De hecho, las flores de esas plantas transgénicas 

parecen tener mayor densidad de tricomas (Taylor et al 2000; figura 2), como 

ocurre en Lfs2084.  

La síntesis de ABA, al igual que la de citoquininas y giberelinas, tiene como 

origen común el isopentenil pirofosfato. Las reacciones que conducen a la síntesis 

de las tres hormonas ocurren en la ruta MEP que, de forma simplificada, se puede 

ver en la figura 63. 

El análisis de hormonas determinó que el mutante contenía más del doble de 

zeatina (Z) que el WT. Estas diferencias en la síntesis de citoquininas podrían 

implicar cambios en la síntesis de otras hormonas, como giberelinas o ABA. 

Distintas investigaciones han mostrado que existen interacciones entre 

citoquininas y giberelinas en procesos relacionados con la síntesis, catabolismo y 

señalización de ambas hormonas (Fleishon et al, 2010). Por ejemplo, la sobre-

expresión de genes rol de Agrobacterium tumefaciens en tabaco y patata 

incrementa la concentración endógena de citoquininas y reduce el contenido de 

GA1 (Schmülling et al, 1993). Además, cuanto mayor es el nivel de expresión del 

transgén mayor es el desequilibrio entre las dos hormonas. Se ha demostrado 

que los reguladores del mantenimiento del meristemo apical (SAM) de la familia 

KNOXI alteran la homeostasis entre las dos hormonas. Una de las vías 

hormonales controladas por proteínas de la familia KNOX es la ruta biosintética 

de citoquininas (Ori et al, 1999). En el mutante de ganancia de función Kn1-N de 

maíz, que sobre-expresa citoquininas, se produce una menor acumulación de 

giberelinas (Bolduc y Hake, 2009). Según los autores, KN1 modula negativamente 

la acumulación de giberelinas mediante el incremento de expresión de GA2ox1, 

un enzima implicado en la inactivación de giberelinas bioactivas. Por el contrario, 

en el mutante nulo kn1-e1, se produce una regulación negativa de la expresión de 

GA2ox1. Años antes, se había observado que los niveles de transcrito de 

GA20ox1 (enzima de biosíntesis) eran muy bajos en plantas de Arabidopsis que 

sobre-expresaban las proteínas KNOX SHOOT MERISTEMLESS o 

BREVIPEDICELLUS (Hay et al, 2002). 
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Figura 63. Ruta simplificada de la 2C-metil-eritrol 4-fosfato (MEP) en plantas 
que conduce a la síntesis de citoquininas, giberelinas y ácido abscísico (ABA), 
y contenido de algunas giberelinas de la ruta de la hidroxilación temprana en el 
C-13.  
Las flechas negras indican si el contenido de esa hormona en Lfs2084 se encuentra por 
encima (↑) o debajo (↓) del contenido detectado en el WT. Para cada hormona, * indica 
diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05; test de Fisher). 

IPP = Isopentenil pirofosfato, GGDP = Geranil geranil difosfato, ZEP1 = Zeaxantina 
epoxidasa. 

Como se comentaba en el párrafo anterior, el contenido de zeatina se 

incrementa en más de un 200% en Lfs2084 mientras que la biosíntesis de GA1 se 

reduce en un 85% respecto al WT. El contenido de GA19 fue similar en el WT y el 

mutante, pero el de GA20 fue significativamente mayor en el mutante (figura 63). 

Esto parece deberse a que en el mutante se produce muy poca conversión de 

GA20 a GA1, la forma activa. Por otro lado, tanto en el WT como en el mutante se 

produce la conversión de GA20 a GA29, aunque los niveles significativamente 

mayores de GA29 en el mutante parecen estar relacionados con la baja conversión 
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de GA20 a GA1. El bajo contenido de GA1 en el mutante podría deberse a una 

menor actividad del enzima biosintético GA3ox (metaboliza GA20 a GA1), mientras 

que el alto contenido de GA29 parece estar relacionado con una mayor actividad 

del enzima catabólico GA2ox, tal y como comentaremos en el siguiente apartado 

de la discusión. En conjunto, no se puede descartar que la menor acumulación de 

giberelinas esté mediada en parte por citoquininas a través de GA2ox. 

Por lo que respecta a las interacciones entre las citoquininas y el ABA, se ha 

demostrado que estas dos hormonas desempeñan funciones antagónicas en 

plantas. Por tanto, la alteración de los niveles de una de estas dos hormonas 

podría alterar el contenido de la otra. A título de ejemplo, se ha demostrado que 

en plantas estresadas disminuye el contenido de citoquininas coincidiendo con 

una acumulación de ABA (Wilkinson et al, 2012). Sin embargo, en plantas 

estresadas tratadas con inhibidores de ABA, la reducción del contenido en 

citoquininas es mucho menor (Vysotskaya et al, 2009). Este fenómeno fue 

confirmado en experimentos que mostraban que la inducción de la expresión de 

genes que codifican para citoquininas oxidasas, que catalizan la degradación 

irreversible de la citoquininas, promueve incrementos de los niveles de ABA 

(Vysotskaya et al, 2009). En el caso contrario, la síntesis inducible de citoquininas 

(pSAG12::ipt) redujo significativamente la acumulación de ABA en flores de 

plantas transgénicas de petunia tratadas con etileno (Chang et al, 2003). Wang et 

al (2011) correlacionaron la insensibilidad a ABA del mutante de Arabidopsis gim1 

(germination insensitive to ABA mutant 1) con el aumento de los niveles 

endógenos de citoquininas (consecuencia de la sobre-expresión del gen IPT8). 

Los autores comprobaron que la ausencia de función de IPT8 estaba asociada a 

una hipersensibilidad a ABA.  

El mutante Lfs2084 acumuló en torno al 25% menos de ABA que el WT. 

Teniendo en cuenta la interacción antagonista que existe entre estas dos 

hormonas (zeatina y ABA), no se puede descartar que la mayor acumulación de 

zeatina comporte menores contenidos de ABA. Además, el fenotipo de color 

pálido de la corola de las flores del mutante podría estar relacionado con una 

menor actividad del enzima que cataliza la síntesis de violaxantina (ZEP1, ver 

figura 63). La menor biosíntesis de violaxantina podría incrementar la acumulación 

de pigmentos carotenoides que se encuentra corriente arriba. La luteína y 

zeaxantina son las xantofilas más comunes en col rizada, espinaca, brócoli, 

guisantes y lechuga (Abdel-Aal et al, 2013). Por consiguiente, es posible que el 
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color verde más intenso de las hojas del mutante (ver figura 15) se deba a una 

mayor acumulación de estos dos pigmentos carotenoides como consecuencia de 

una menor síntesis de violaxantina (ver figura 63). En conjunto, los resultados 

parecen indicar que la mutación Lfs2084 promueve cambios importantes en la 

ruta MEP que se reflejan en diferentes caracteres fenotípicos de la planta. 

5.4. La mutación Lfs2084 altera la expresión de genes implicados en el 

cuajado 

Los enzimas GA2-oxidasas (GA2ox) regulan los niveles de giberelinas a 

través de la inactivación de giberelinas bioactivas (Ross et al, 1995). En ovarios 

polinizados de tomate se ha visto que los niveles de expresión de SlGA2ox1 no 

disminuyen a los 10 días de post-antesis y mantienen niveles de expresión 

similares a los que exhiben los ovarios no polinizados (Serrani et al, 2007). Esto 

explica la ausencia de diferencias entre el nivel de transcrito de SlGA2ox1 en los 

ovarios del mutante Lfs2084 y el WT en los estadios de antesis o 5 días post-

antesis. Según Serrani et al (2007), el nivel de expresión de SlGA2ox2 en ovarios 

polinizados y no polinizados de tomate era similar a los 5 días de antesis; sin 

embargo, disminuía significativamente en ovarios polinizados a los 10 días de 

antesis (Serrani et al, 2007). Nosotros observamos que los niveles de expresión 

de SlGA2ox2 eran similares en el mutante y el WT en pre-antesis. Sin embargo, a 

partir del estadio de antesis, SlGA2ox2 se expresaba con mayor intensidad en 

Lfs2084, lo que sugiere la ausencia de polinización o fecundación en el mutante y, 

por tanto, de cuajado. 

Se ha observado que los genes GA2ox se encuentran sobre-expresados en 

anteras del mutante estéril masculino de tomate 7B-1 (Omidvar et al, 2017). Los 

análisis de expresión in situ indicaron que la actividad de GA2ox se localizaba 

preferentemente en células del tapete y en microsporas binucleadas que habían 

detenido su crecimiento. Según los autores, la regulación al alza de GA2ox podría 

estar relacionada con una disminución del contenido de giberelinas bioactivas en 

anteras que promovería defectos en la muerte celular programada de las células 

del tapete. Nosotros analizamos la expresión de SlGA2ox2 en anteras de Lfs2084 

y vimos que la expresión era significativamente mayor en el mutante a los 5 días 

de la antesis (figura 64). Teniendo en cuenta que Lfs2084 es un mutante 

gametofítico y no sufre alteraciones en el tapete, los mayores niveles de 

expresión de SlGA2ox2 deben estar relacionados con la detención del desarrollo 

de los granos de polen mutante.  



  Discusión 
 

 

130

Por otro lado, no se puede descartar, 

como se comentaba en el anterior 

apartado de discusión, que el mayor nivel 

de expresión de SlGA2ox2, tanto en 

ovarios como en estambres, esté 

ocasionado por la mayor acumulación de 

citoquininas en el mutante. Este mayor 

nivel de expresión conduciría a la 

degradación de giberelinas bioactivas 

promoviendo una mayor conversión de 

GA20 a GA29 y una baja conversión de 

GA20 a GA1, lo que repercutiría finalmente en la tasa de cuajado de fruto. 

También hemos comprobado que SlARF7, miembro de la familia de factores 

de respuesta a auxina, experimentaba cambios importantes de expresión en el 

mutante Lfs2084. Los niveles de transcrito de SlARF7 son elevados en ovarios de 

flores maduras pero disminuyen rápidamente tras la polinización (de Jong et al, 

2009a), y su silenciamiento mediado por RNAi conduce al desarrollo de frutos 

partenocárpicos, sugiriendo su papel como regulador negativo del cuajado del 

fruto (de Jong et al, 2009b). Según de Jong et al (2011), SlARF7 controla las 

respuestas a auxinas y giberelinas durante el inicio del desarrollo del fruto de 

tomate. Nuestros resultados son coherentes con la ausencia de cuajado del fruto 

del mutante. En plantas WT, el nivel de expresión de SlARF7 experimentó una 

significativa reducción tras la antesis floral. Sin embargo, en Lfs2084 se 

detectaron elevados niveles de transcrito en el estadio de 5 días posteriores a la 

antesis, similares a los detectados en el estadio de antesis. 

La reducción de la expresión de Tomato Agamous 1 (TAG1) tras la antesis 

floral es uno de los eventos fundamentales que deben ocurrir para que se 

desencadene el cuajado de fruto (Wang et al, 2009). Los resultados de expresión 

de TAG1 en Lfs2084 son también coherentes con la ausencia de cuajado del fruto 

del mutante. En plantas WT, los niveles de transcrito de TAG1 a los 5 días de la 

antesis disminuyeron más de cuatro veces respecto al estadio de antesis. En el 

mutante, sin embargo, no se detectaron diferencias en la acumulación de 

transcritos de TAG1 entre los estadios de antesis y post-antesis (+5 días). En 

conjunto, los cambios en los niveles de expresión de diferentes genes implicados 
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en el cuajado del fruto de tomate son coherentes con el fenotipo de menor tasa de 

cuajado observado en el mutante. 

5.5. El menor cuajado de fruto en el mutante Lfs2448 está relacionado con la 

alteración de citocromos P450 (CYP450) 

Las proteínas CYP450 son una enorme y diversa superfamilia de 

hemoproteínas presentes en bacterias, arqueas y eucariotas. La reacción 

monooxigenasa es la más comúnmente catalizada por CYP450, y consiste en la 

incorporación de un átomo de oxígeno procedente de oxígeno molecular (O2) en 

un sustrato orgánico (RH) y la reducción del otro átomo de oxígeno a agua. En 

plantas, las proteínas CYP450 están implicadas en el metabolismo oxidante de 

compuestos endógenos tales como fenilpropanoides, que desempeñan una 

función importante en los procesos moleculares de interacción planta-patógeno, y 

glucósidos cianogénicos, que participan en la defensa frente a predadores de las 

plantas (Durst, 1991). Además, intervienen en la desintoxicación de herbicidas 

mediante reacciones que incluyen procesos de hidroxilación, desalquilación, 

desaminación, formación de sulfóxidos y deshalogenación (Bolwell et al, 1994). 

Más recientemente, se les ha relacionado con la biosíntesis de fitorreguladores 

del crecimiento como giberelinas, ácido abscísico y brasinoesteroides (Krochko et 

al, 1998, Fujioka y Yolota, 2003, Saito et al, 2004; Davidson et al, 2006). 

En el genoma de Arabidopsis se han identificado alrededor de 270 genes 

pertenecientes a 45 familias distintas del CYP450 

(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Uno de estos genes, 

CYP78A9, posee funciones claves en el desarrollo reproductivo de esta especie. 

En una colección de líneas de Arabidopsis generadas mediante activación 

transcripcional (activation tagging), Ito y Meyerowitz (2000) identificaron el 

mutante 28-5, capaz de desarrollar silicuas de enorme tamaño. El análisis de la 

inserción indicó que el fenotipo mutante estaba causado por la hiper-expresión del 

gen CYP78A9. Más recientemente, se ha comprobado que la sobre-expresión de 

CYP78A9 es capaz de desacoplar el cuajado del fruto de la fertilización dando 

lugar a frutos sin semillas (Sotelo-Silveira et al, 2013). Además, la ausencia de 

función de CYP78A9 detuvo el desarrollo del integumento externo del óvulo, 

dando lugar a esterilidad femenina.  

En tomate, el gen Dwarf, identificado en un programa de mutagénesis 

insercional con transposones, fue unos de los primeros genes CYP450 

identificados en esta especie (Bishop et al, 1996). Dwarf está implicado en la 
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biosíntesis de brasinoesteroides y cataliza la C-6 oxidación de la 6-

deoxocastasterona a castasterona, precursor inmediato de los brasinólidos 

(Bishop et al, 1999). Montoya et al (2005), tras el análisis de los patrones de 

expresión de Dwarf, demostraron la importancia de la síntesis de los 

brasinosteroides durante el desarrollo del fruto. Más recientemente se ha 

demostrado que los citocromos P450 participan también en otros caracteres 

relevantes relacionados con el desarrollo del fruto. Así, SlKLUH (locus fw3.2), un 

citocromo P450 de la subfamilia CYP78A, es uno de los genes responsables del 

incremento del tamaño de fruto de tomate (Chakrabarti et al, 2013). Los 

citocromos P450, SlC3H1 y SlC3H2, que codifican p-cumarato 3-hidroxilasas, 

están implicados en el color del estigma de la flor (Zhang et al, 2017). También se 

ha reportado la participación de un citocromo P450 (CYP71A2) en el proceso de 

maduración del fruto (Li et al, 2010).  

Por otra parte, algunos citocromos P450 desempeñan una función relevante 

en el desarrollo del polen. En Arabidopsis, CYP703A2 se expresa a partir del 

estadio de tétrada en células del tapete y microsporas, y la ausencia de su función 

promueve alteraciones en el desarrollo del polen y un fenotipo de esterilidad 

masculina (Morant et al, 2007). Los autores demostraron que la función de 

CYP703A2 está relacionada con la síntesis de esporopolenina, necesaria para la 

formación de exina en los granos de polen. En arroz, el gen CYP704B2, implicado 

en la biosíntesis de esporopolenina y de cutina, es esencial para la formación de 

la exina de las microsporas y la cutícula de la antera durante el desarrollo de los 

órganos reproductores masculinos (Li et al, 2010).  

Como se comentaba en un párrafo anterior, los citocromos P450 se han 

relacionado con algunos fitorreguladores del crecimiento como por ejemplo 

giberelinas. Desde hace tiempo se sabe que la deficiencia o insensibilidad a 

giberelinas ocasiona desarrollo anormal en anteras y, a menudo, conduce a 

esterilidad masculina. Por ejemplo, en el mutante ga1-3 de Arabidopsis, el 

desarrollo de las células del tapete y de las microsporas se detiene antes de la 

mitosis, impidiendo la formación de polen maduro (Cheng et al, 2004). En tomate, 

el mutante deficiente en giberelinas gib-1 detiene el desarrollo de la antera en 

estadio pre-meiótico (Jacobsen y Olszewski, 1991). GAMYB, un componente 

importante de la señalización de giberelinas en cereales, desempeña un papel 

importante en el desarrollo de los granos de polen. Se ha observado que el 

mutante gamyb exhibe defectos en la muerte programada de las células del 
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tapete y en la síntesis de exina (Aya et al, 2009). Curiosamente, una mutación de 

ausencia de función en el gen CYP703A3, un citocromo P450 hidroxilasa, da 

lugar a un fenotipo muy parecido al del mutante gamyb. Las investigaciones 

realizadas por Aya et al (2009) pusieron de manifiesto que las giberelinas regulan 

la muerte programada de las células del tapete y la síntesis de exina activando la 

función GAMYB a través de la vía de percepción GID1 / DELLA, lo que promueve 

una regulación positiva del citocromo P450 CYP703A3. Con todo, la relación entre 

las giberelinas y los citocromos P450 se había reportado previamente. Las 

giberelinas se sintetizan a través de una ruta compleja que involucra tres tipos de 

enzimas. Uno de esos enzimas son los citocromos P450 que catalizan algunas 

etapas de oxidación desde el ent-kaureno hasta la giberelina GA12, el inicio de la 

ruta de la 13-hidroxilación (Davidson et al, 2006; Morrone et al, 2010). Liu et al 

(2015) observaron una consistente reducción de GA1 y GA4 en dos líneas 

mutantes de inserción cyp715a1. Estas líneas exhibían además una regulación a 

la baja de la ruta biosíntética de auxinas. En este sentido, conviene indicar que los 

citocromos P450 también están implicados en la biosíntesis de auxinas (Tivendale 

et al, 2014). 

El mutante insercional Lfs2448 exhibe esterilidad gametofítica masculina y 

menor tasa de cuajado. El T-DNA responsable del fenotipo mutante se ha 

localizado en la región intergénica que separa dos genes que codifican proteínas 

CYP450. La inserción de este T-DNA podría haber alterado la función de uno o de 

los dos genes CYP450. El análisis in silico indicó que estos genes se expresan 

mayoritariamente en botones florales y en frutos de 1 cm de calibre. Por tanto, no 

se puede descartar que la alteración que promueve la mutación Lfs2448 

modifique la síntesis de giberelinas y/o auxinas, dos fitohormonas estrechamente 

relacionadas con el proceso de cuajado. En conjunto, los resultados obtenidos 

sugieren firmemente que la mutación Lfs2448 desempeña un relevante papel en 

el desarrollo reproductivo de tomate. 

5.6. La mutación Alq tiene efectos sobre el crecimiento vegetativo 

En el mutante Arlequín (Alq) se ha producido la inserción de un T-DNA 

truncado en la secuencia reguladora del gen MADS-box ARLEQUÍN-TAGL1 

(ALQ) promoviendo la expresión ectópica y un mayor nivel de transcripción de 

dicho gen. Como consecuencia, los sépalos de las flores cambian su programa de 

desarrollo y se convierten en órganos análogos a un fruto. Se había visto que los 

cambios más significativos que se producen en el cáliz se detectan con claridad 



  Discusión 
 

 

134

en etapas de post-antesis, es decir, a partir del cuajado del fruto (Antón, 2012), 

aunque los análisis de microscopía electrónica de barrido indicaban que el primer 

verticilo floral exhibía profundas alteraciones homeóticas en el estadio de antesis 

(Pineda et al, 2010). La caracterización de los patrones del desarrollo vegetativo 

que conducen a la formación de hojas, crecimiento simpodial y transición floral 

eran idénticos a los del WT. En este sentido, no existían diferencias en el número 

de fitómeros y la longitud desde la base de la planta hasta cada una de las siete 

primeras inflorescencias entre plantas WT y Alq (Pineda et al, 2010). Sin 

embargo, a lo largo de diferentes campañas se había observado que Alq exhibía 

un patrón de crecimiento vegetativo más vigoroso. Los diferentes experimentos 

realizados en el contexto de esta Tesis Doctoral parecen indicar que, durante un 

corto periodo de tiempo, coincidente con las primeras etapas del estadio de 

plántula, el crecimiento de las plantas Alq es más lento que el que exhiben las 

plantas WT. Este comportamiento se ha observado tanto in vivo como in vitro (ver 

figura 41A a los 4 días, tabla 11 a los 7 días, o figura 44A). Sin embargo, una vez 

superado este periodo, las plantas Alq experimentan un crecimiento más vigoroso 

que las WT (ver figura 41A a partir de los 4 días).  

Uno de los efectos de la expresión ectópica de ALQ en el mutante es la 

alteración de la zona de abscisión del fruto. En tomate, la zona de abscisión del 

fruto se encuentra localizada en el punto medio del pedicelo (Roberts et al, 1984). 

La función de JOINTLESS (J), un gen de tipo MADS-box, es necesaria para que 

se produzca la abscisión del fruto con normalidad, lo que no ocurre en el mutante 

jointless (Mao et al, 2000). De forma similar a lo que sucede en este mutante y en 

algunas líneas de anulación de función de JOINTLESS (J), la zona de abscisión 

del fruto se encuentra suprimida en Alq (Pineda et al, 2010), lo que sugiere que el 

gen ALQ regula la actividad de J durante el desarrollo del sépalo. Por otro lado, 

MACROCALYX (MC), un gen MADS box requerido para mantener la identidad del 

sépalo y que pertenece a la subfamilia APETALA1/FRUITFUL (AP1/FUL), 

también controla el desarrollo de la zona de abscisión del pedicelo formando 

heterodímeros con J. Al igual que ocurre con J, la expresión de MC es muy baja 

en plantas que expresan ectópicamente ALQ (Giménez et al, 2010). Genes 

implicados en el mantenimiento del meristemo apical y en el inicio de los 

meristemos axilares se encuentran regulados por J y MC en la zona de abscisión 

del pedicelo. Es lo que ocurre con WUSCHEL (SlWUS), un factor de transcripción 

que regula el mantenimiento de la población de células madre los meristemos, 

LATERAL SUPPRESSOR (LS), un miembro de la familia VHIID que controla el 
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desarrollo de meristemos laterales y Blind (Bl), que pertenece a la clase R2R3 de 

los genes Myb y controla, a través de una ruta distinta a la de LS, el desarrollo de 

meristemos laterales. Se ha comprobado que SlWUS, LS y Bl experimentan una 

severa reducción de sus niveles de expresión en pedicelos que no desarrollan 

zona de abscisión (Nakano et al, 2012). Más recientemente se ha descubierto que 

el gen MADS box tipo SEPALLATA (SP) SLMBP21 también está implicado en la 

formación de la zona de abscisión del pedicelo de tomate a través de 

interacciones con J y MC (Liu et al, 2014). SLMBP21 pertenece al subgrupo Floral 

Binding Protein9/23 (FBP9/23) que no se encuentra presente en Arabidopsis. 

Vandenbussche et al (2003) reportaron que la inhibición de la expresión de FBP9 

en petunia alteraba la arquitectura de las plantas. Por tanto, no se puede 

descartar que la diferente arquitectura vegetativa de Alq se deba a una alteración 

en los niveles de transcrito de algunos de los genes mencionados anteriormente 

(i.e. SlWUS, LS, Bl o SLMBP21). De hecho y por lo que respecta al desarrollo de 

brotes laterales, la población original a partir de la cual se obtuvo el mutante Alq 

(i.e. LP2) tiene un crecimiento semideterminado y desarrolla vigorosos brotes 

laterales desde los primeros estadios, retrasando el crecimiento de la planta en 

altura. El desarrollo de estos brotes laterales no es tan evidente en el mutante Alq 

que parece comportarse más bien como una línea de crecimiento indeterminado.  

5.7. La mutación Alq promueve cambios en la configuración espacial del 

sistema radicular 

La caracterización que hemos realizado in vitro ha revelado cambios en la 

configuración espacial del desarrollo radicular de Alq. En este sentido, los 

experimentos realizados parecen indicar que Alq desarrolla raíces laterales de 

mayor longitud. Los injertos realizados entre el WT y el mutante han indicado que 

el mayor vigor de Alq no parece estar relacionado con las alteraciones 

observadas en el sistema radicular. Sin embargo, la nueva arquitectura radicular 

de Alq le podría proporcionar un mejor comportamiento bajo ciertas condiciones 

de estrés. Los experimentos realizados en condiciones de estrés osmótico in vitro 

han evidenciado la mayor tolerancia de Alq. En estas condiciones, el mutante 

desarrolló más hojas que el WT y raíces de mayor longitud.  

Se ha postulado que la auxina regula la producción de raíces laterales antes 

del inicio de su desarrollo, actuando sobre células del periciclo para que se 

conviertan en fundadoras y generando lo que podría denominarse como “regiones 

de pre-ramificación radicular” o “primordios de raíces laterales”. Sin embargo, 
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Moreno-Risueno et al (2010) demostraron que la auxina por sí sola no es 

suficiente para generar estas regiones de pre-ramificación radicular. El análisis de 

un mapa transcripcional espaciotemporal de la raíz de Arabidopsis (RootMap) 

permitió identificar una serie de factores de transcripción de la familia de proteínas 

MADS-box cuya implicación en el desarrollo radicular no había sido descrita 

anteriormente. Entre estos factores de transcripción se encontraban 

SHATTERPROOF1 (SHP1) y SHP2, implicados en el desarrollo de los óvulos y 

carpelos, y en la diseminación de la semilla. El análisis de los dobles mutantes 

shp1 shp2 mostró un sorprendente fenotipo radicular caracterizado por una 

reducción sustancial del número de raíces laterales y de regiones de pre-

ramificación radicular. Utilizando un delator transcripcional (luciferasa) 

encontraron que la expresión conferida por el promotor de SHP1 se detectaba en 

las regiones de pre-ramificación radicular. Moreno-Risueno et al (2010) 

concluyeron que SHP1 y SHP2 actúan junto con el gen AUXIN RESPONSIVE 

FACTOR7 (ARF7) en una misma ruta para producir periódicamente regiones de 

pre-ramificación radicular. El gen ALQ/TAGL1 es el ortólogo en tomate de los 

genes SPH de Arabidopsis. Los análisis de expresión revelaron que el gen 

ALQ/TAGL1 se encontraba ectópicamente sobre-expresado en diferentes tejidos 

del mutante (Giménez et al, 2010). Así, en la raíz de Alq se detectó una 

acumulación significativa de los niveles de transcrito de ALQ/TAGL1. Por 

consiguiente, es muy posible que el incremento de expresión de ALQ/TAGL1 en 

la raíz sea el promotor de los cambios en la configuración espacial del desarrollo 

radicular observados en el mutante. 

5.8. La mutación Alq conduce a un mayor cuajado de fruto 

Los datos previos sugerían que la expresión ectópica de ALQ/TAGL1 podría 

incrementar la tasa de cuajado de fruto en el mutante Alq. Por ejemplo, los cálices 

son capaces de convertirse en órganos análogos a un fruto en ausencia de 

polinización, adquirir todas las características de un sumidero y madurar como un 

fruto normal (Pineda et al, 2010). Por otro lado, los patrones espaciales y 

temporales de expresión del ALQ/TAGL1 en flores y frutos de plantas WT de 

tomate indican un patrón de inducción bifásico. La expresión de este gen se inicia 

en estadios muy tempranos del desarrollo floral aunque la mayor acumulación de 

transcritos se detecta en flores en estadio de antesis (Giménez et al, 2010), es 

decir, en el estadio en el que se produce la polinización de la flor y el cuajado del 

fruto. A lo largo del desarrollo del fruto, ALQ/TAGL1 experimenta un nuevo pico 
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de expresión coincidiendo con la etapa de maduración del fruto. El papel esencial 

que ALQ/TAGL1 desempeña como regulador del proceso de maduración del fruto 

ha sido ampliamente demostrado (Vrebalov et al, 2009, Itkin et al, 2009, Giménez 

et al, 2010). Pero además, y a diferencia de lo que ocurre con otros genes 

implicados en el proceso de maduración (i.e. rin o Cnr), se ha sugerido que 

ALQ/TAGL1 también actúa en el desarrollo temprano del carpelo, coincidiendo 

con el estadio de proliferación celular del carpelo que tiene lugar en la etapa 

posterior a la antesis (Giovannoni et al, 2017). Busi et al (2003) señalaron que 

ALQ/TAGL1 tenía que ser un gen importante para el cuajado del fruto de tomate 

ya que se inducía en las paredes del ovario justo después de la antesis. De 

hecho, la sobre-expresión de ALQ/TAGL1 en tomate es capaz de promover 

cuajado de fruto a partir del ovario en ausencia de polinización (Vrebalov et al, 

2009). Estos resultados también se han visto al sobre-expresar en tomate el gen 

PpPLENA, el ortólogo de ALQ/TAGL1 en melocotón (Tadiello et al, 2009). En 

definitiva, el gen ALQ/TAGL1 podría emerger como un nuevo actor en el proceso 

de cuajado de fruto en tomate. 

5.8.1. La mayor tasa de cuajado se debe a un cuajado prematuro del fruto 

La caracterización del desarrollo reproductivo reveló que la mutación Alq 

promueve el desarrollo prematuro del fruto, es decir, previo a la antesis, y un 

significativo incremento de la tasa de cuajado de fruto. Además, la mayor parte de 

los frutos que cuajan en el mutante Alq carecen de semilla. La ausencia de polen 

fértil podría contribuir al desarrollo prematuro del fruto y, por ende, a la 

partenocarpia (Mazzucato et al, 1993; Rojas-Gracia et al, 2017). Sin embargo, los 

ensayos de viabilidad de polen que se realizaron tanto in vitro como in vivo 

indicaron que el cuajado prematuro del fruto no estaba relacionado con una 

menor fertilidad del polen, unos resultados que ya habían sido previamente 

observados en el grupo (Pineda et al, 2010). Un aspecto a destacar es el 

desarrollo de rudimentos seminales (también denominados en la literatura como 

estructuras tipo semilla o pseudo-embriones) en la mayor parte de los frutos 

partenocárpicos de Alq. Este tipo de estructuras aparecen frecuentemente en 

frutos inducidos mediante tratamientos con auxina (Asahira et al, 1967; Kataoka et 

al, 2003), y también se han encontrado en cápsulas partenocárpicas de plantas 

transgénicas de tabaco que expresan de forma específica en óvulos un gen 

implicado en la biosíntesis de auxina (Rotino et al, 1997; Carmi et al, 2003). 

También se han obtenido frutos partenocárpicos con pseudo-embriones en 
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plantas transgénicas de tomate que expresaban formas aberrantes de ARF8, un 

gen que se expresa en óvulos (Goetz et al, 2007). En óvulos de flores WT de 

tomate en el estadio 9 (i.e. botones florales de 3 mm, Brukhin et al, 2003) se han 

detectado elevados niveles de transcrito del gen ALQ/TAGL1 (Vrebalov et al, 

2009; Giménez et al, 2010). No es descartable, por tanto, que los 

pseudoembriones observados en Alq se generen como consecuencia de la sobre-

expresión ectópica del gen ALQ/TAGL1 en los frutos no polinizados. Respecto al 

cuajado de fruto, varios autores han propuesto que estos pseudoembriones 

pueden producir hormonas y estimular el crecimiento prematuro del ovario 

(Kataoka et al, 2003, Goetz et al, 2007, de Jong et al, 2009).  

Como se comentaba anteriormente, la mayor parte de los frutos que cuajan 

en el mutante Alq son partenocárpicos. La partenocarpia se ha asociado a una 

mayor calidad del fruto en términos de mayor contenido en sólidos solubles 

(Falavigna et al, 1978; Casas Diaz et al, 1987; Ficcadenti et al, 1999; Carmi et al, 

2003; Mazzucato et al, 2015; Klap et al, 2016). Según Pineda et al (2010), los 

frutos del mutante Alq, tanto los derivados del ovario como los que proceden del 

cáliz, poseen mayor calidad nutricional, ya que tienen niveles significativamente 

mayores de azúcares, licopeno y sólidos solubles que los frutos WT. 

5.8.2. El cuajado prematuro del fruto parece estar relacionado con la mayor 

expresión de genes implicados en el ciclo celular 

Nuestros resultados muestran que los ovarios en antesis del mutante Alq 

son de mayor calibre. El mayor calibre de los ovarios se debe a un mayor espesor 

del pericarpo, consecuencia de un incremento en el número de capas celulares. 

El desarrollo del fruto de tomate se caracteriza por exhibir una tasa de división 

celular intensa tras el cuajado del fruto. La elevada tasa de división celular que se 

induce tras la fertilización es consecuencia del incremento de expresión de 

ciclinas (Cyc) y ciclinas dependientes de quinasas (CDKs). Según Joubès et al 

(1999), el cuajado de fruto implica la generación de señales que conducen a la 

reactivación del ciclo celular permitiendo el crecimiento del fruto mediante 

divisiones celulares. Las auxinas y giberelinas podrían ser las señales 

responsables de inducir la expresión de los genes implicados en el ciclo celular 

(Joubès et al, 1999; Vriezen et al, 2008). Los análisis de expresión realizados en 

Alq revelaron cambios importantes en los niveles de transcrito de varios genes 

implicados en división celular, metabolismo de las giberelinas y señalización de la 

auxina. En ovarios de tomate, los transcritos del gen CDKA1 se acumulan 
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típicamente después del estadio de antesis (Joubès et al, 1999). En los ovarios de 

Alq se detectaron niveles de expresión del gen CDKA1 significativamente 

mayores ya en el estadio de antesis, lo que indicaría que el cuajado se ha 

producido antes de la antesis. Este cuajado prematuro del fruto podría también 

estar relacionado con el mayor nivel de expresión de genes implicados en la 

biosíntesis de giberelinas (i.e. SlGA3ox1 y SlGA3ox2) detectado en ovarios de Alq 

en estadio de pre-antesis. Algunos de los componentes de la ruta de señalización 

de auxinas regulan el inicio del desarrollo del fruto. Por ejemplo, SlARF8, uno de 

los miembros de la familia AUXIN RESPONSIVE FACTOR (ARF), puede 

estimular la expresión de genes de respuesta a auxina, lo que promovería el inicio 

del crecimiento del fruto (Goetz et al, 2007). De hecho, las plantas transgénicas 

que tienen silenciado el gen SlIAA9 exhiben cuajado prematuro de fruto y mayor 

expresión del gen SlARF8 en estadio de pre-antesis (Wang et al, 2005, 2009). 

Nosotros detectamos mayores niveles de expresión del gen SlARF8 en ovarios 

Alq en los estadios de pre-antesis y antesis, aunque no detectamos diferencias en 

la expresión de SlIAA9. SlWUS, un miembro de la familia de factores de 

transcripción específicos de plantas WUS homebox (WOX) (Muños et al, 2009), 

está implicado en la regulación del desarrollo del fruto mediante el control de la 

división celular (Azzi et al, 2015). Los niveles de expresión de SlWUS fueron 

significativamente mayores en los ovarios de Alq en todos los estadios del 

desarrollo floral evaluados. Según Azzi et al (2015), el gen ALQ/TAGL1 está 

implicado en la regulación del desarrollo del fruto a través del control de la división 

celular. Nuestros resultados demuestran que el mayor nivel de expresión de 

ALQ/TAGL1 en el mutante Alq promueve crecimiento del ovario independiente de 

polinización y altera los niveles de transcrito tanto de genes implicados en división 

celular como de otros reguladores comprometidos con el cuajado del fruto de 

tomate. 

5.8.3. La mayor concentración endógena de citoquininas en los ovarios conduce a 

un cuajado prematuro del fruto en el mutante Alq 

Además de las giberelinas y las auxinas, el ácido abscísico y las citoquininas 

participan en el inicio del desarrollo del fruto (Mariotti et al, 2011). Mientras que los 

niveles de auxinas, giberelinas y citoquininas aumentan durante el cuajado de los 

frutos, los niveles de ácido abscísico disminuyen (Mariotti et al, 2011; McAtee et 

al, 2013; Kumar et al, 2014). De hecho, la aplicación exógena de auxinas, 

giberelinas o citoquininas en ovarios de tomate desencadena el desarrollo del 
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fruto en ausencia de polinización y fertilización (Martí et al, 2007; Serrani et al, 

2007; Matsuo et al, 2012). Según Ding et al (2013), la aplicación exógena de 

citoquinina promueve el desarrollo de frutos partenocárpicos a través de la 

modulación del metabolismo de las auxinas y giberelinas. Marsch-Martínez et al 

(2012) demostraron que los factores de transcripción SHATTERPROOF1/2 

(SHP1/2), los ortólogos de Arabidopsis del gen ALQ, son necesarios para la 

acumulación de citoquininas durante el desarrollo del gineceo y del fruto y 

promueven la activación de GA3ox1 a través del gen INDEHISCENT (IND). Los 

resultados del análisis de fitohormonas endógenas reflejaron la mayor 

acumulación de GA1 en la etapa de antesis y una concentración más baja de ABA 

a los 5 y 2 días antes de la antesis en los ovarios de Alq. En consonancia con los 

resultados descritos en Arabidopsis en relación con los genes SHP, el mutante 

Alq exhibió un nivel de expresión significativamente mayor de genes GA3ox 

(GA3ox1 y GA3ox2) en el estadio de pre-antesis (ver apartado 5.8.2), lo que 

podría explicar la mayor concentración de GA1 en el estadio de antesis. Además, 

los ovarios del mutante Alq experimentan una mayor acumulación de varias 

citoquininas en diferentes estadios del desarrollo floral. Los mayores niveles 

endógenos de citoquinina y giberelina (GA1) y la menor concentración de ABA, 

posiblemente debida a la interacción antagonista entre citoquininas y ABA (Dodd, 

2003), explican en gran medida el crecimiento prematuro del ovario y el desarrollo 

de frutos sin semilla en el mutante Alq. 

5.8.4. El cuajado de fruto es menor en plantas que tienen silenciado el gen ALQ  

Nosotros hemos observado que las plantas con el gen ALQ silenciado tienen 

menor tasa de cuajado y, por ende, producción de fruto. Según Wang et al (2005), 

uno de los eventos clave en el proceso de cuajado de fruto es la reducción de la 

expresión de los genes TAG1 y TAG6. Los niveles transcripcionales de TAG1 se 

reprimen notablemente en las líneas que sobre-expresan ALQ y se inducen en las 

que ALQ está silenciado, indicando que existen mecanismos compensatorios de 

la expresión génica entre esos dos genes parálogos (Giménez et al, 2010). Así, 

esta interacción entre TAG1 y ALQ podría explicar la menor tasa de cuajado de 

las plantas con el gen ALQ silenciado. Además, a la inversa de lo que se ha 

observado en el mutante Alq, en las plantas con el gen ALQ silenciado disminuye 

el nivel de expresión de genes implicados en el ciclo celular (Giménez et al, 

2016). Como se comentaba anteriormente, la generación de señales junto con la 
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reactivación del ciclo celular permiten que el ovario reanude el crecimiento a 

través de divisiones celulares (Joubès et al, 1999). Por tanto, el gen ALQ podría 

actuar como un integrador de las señales que desencadenan el crecimiento del 

ovario durante el cuajado del fruto. 

5.9. El mutante Alq mantiene la producción de fruto en condiciones de 

moderada salinidad 

La capacidad del mutante Alq para incrementar la tasa de cuajado de fruto 

podría tener un enorme interés en condiciones restrictivas (i.e. estrés salino). Para 

contrastarlo, nosotros realizamos una evaluación de la tasa de cuajado y la 

producción en plantas WT y Alq bajo condiciones de moderada salinidad. Según 

Cuartero y Muñoz (1999), en condiciones de moderada salinidad (i.e. CE = 2,5 dS 

m-1) la menor producción de fruto se debe principalmente a la reducción del peso 

medio de fruto. Nosotros hemos comprobado que el tratamiento salino afectó de 

forma más severa al peso de los frutos WT que al peso de los del mutante. En 

efecto, en condiciones salinas el peso medio de los frutos del WT disminuyó casi 

un 40% mientras que en los frutos de Alq esta disminución sólo fue del 30%. 

Además, observamos que en las plantas WT sometidas al estrés salino disminuía 

significativamente el porcentaje de frutos de gran calibre mientras que con los de 

pequeño calibre ocurría justamente lo contrario. En Alq sin embargo, los 

porcentajes de frutos de gran calibre y de pequeño calibre eran similares en 

ambas condiciones (control y estrés salino). 

Al igual que se vio en el primer experimento que realizamos para evaluar la 

tasa de cuajado, en condiciones no salinas se produjo el cuajado de fruto en la 

mayoría de las flores del mutante Alq, mientras que en el WT, sólo en 1 de cada 4 

flores se produjo el cuajado. Lo más interesante fue que el tratamiento salino no 

redujo el número de frutos cuajados en las plantas Alq, mientras que en las 

plantas WT cuajaron significativamente menos frutos. En ambas condiciones de 

cultivo (sin y con sal), la mayor tasa de cuajado del mutante Alq pudo verse 

favorecida por la inhibición de la zona de abscisión del pedicelo. Según Cuartero y 

Muñoz (1999), la inhibición de la abscisión del fruto podría evitar la caída de frutos 

en desarrollo que a menudo se observa en condiciones salinas.  

Por otro lado, se ha sugerido que las citoquininas podrían desempeñar un 

papel integral en las respuestas bajo condiciones de estrés a través de 

interacciones con otras fitohormonas (revisado por Zalabák et al, 2013). Además, 

se ha demostrado que la modulación de genes implicados en la ruta de 
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biosíntesis de citoquininas promueve una mejor respuesta de las plantas frente al 

estrés, lo que sugiere que la citoquinina endógena puede conferir tolerancia 

(revisado por Wani et al, 2016). Por tanto, aunque la mayor concentración de 

citoquininas en el mutante Alq se puede asociar al desarrollo temprano de la fruta, 

no se puede descartar que también promueva mayor tolerancia a la salinidad. 

El mantenimiento de la productividad agrícola bajo condiciones de estrés 

desfavorable es un objetivo importante para satisfacer la creciente demanda de 

alimentos a través de una agricultura sostenible (Cuartero et al, 2010; Pineda et 

al, 2012). Recientemente, Klap et al (2016) reportaron que la perdida de función 

de SlAGL6 aumenta el cuajado de fruto independiente de polinización, lo que 

asegura la producción bajo unas condiciones de estrés por altas temperaturas 

que son limitantes para el desarrollo de polen fértil. En este trabajo, nosotros 

hemos demostrado que las plantas Alq son capaces de mantener la producción 

en condiciones de moderada salinidad (i.e. 50 mM de NaCl) sobre la base de una 

mayor tasa de cuajado de fruto. En estas condiciones y sólo teniendo en cuenta el 

cuajado de fruto derivado del ovario, las plantas Alq exhibieron un 59% más de 

cuajado y un 39% más de producción de fruto que las WT. Alq experimentó un 

74% más de cuajado y un 75% más de producción cuando además se tuvo en 

cuenta el cuajado de fruto derivado del cáliz.  

En conjunto, nuestros resultados revelan que la expresión ectópica de ALQ 

en el mutante promueve cuajado prematuro del fruto. Como consecuencia, el 

mutante Alq exhibe mayor tasa de cuajado de fruto que el WT. Lo más interesante 

es que la mayor tasa de cuajado permite el mantenimiento de la producción de 

fruto en condiciones de moderada salinidad. 

 



 

 

 

6. Conclusiones 

 

 

1. Los mutantes Lfs2084 y Lfs2448 exhiben menor tasa de cuajado de fruto y 

presentan un patrón de herencia autosómica dominante. Ambas 

mutaciones, de naturaleza insercional, ocasionan letalidad del gameto 

masculino y alteran los procesos de polinización y cuajado del fruto. 

2. La mutación Lfs2084 provoca la degeneración de los granos de polen 

durante la fase de microgametogénesis, y además parece afectar a la 

receptividad del ovario perturbando la germinación de los granos de polen y 

la progresión de los tubos polínicos a lo largo del estilo. Como 

consecuencia, la tasa de cuajado de fruto del mutante Lfs2084 disminuye 

en casi un 85% con respecto al WT. 

3. La mutación Lfs2084 comporta cambios en la biosíntesis de carotenoides y 

fitohormonas endógenas que se reflejan en diferentes caracteres 

fenotípicos que expresa el mutante, como la pigmentación de hojas y 

pétalos, y la densidad de tricomas. La menor acumulación de la giberelina 

bioactiva involucrada en el desarrollo temprano del fruto (i.e. GA1) y la 

alteración de los perfiles de expresión de diferentes genes implicados en la 

transición de ovario a fruto son coherentes con el fenotipo de menor tasa 

de cuajado observado en el mutante. 

4. La mutación Lfs2448, que reduce en un 50% la tasa de cuajado de fruto, se 

localiza en la región intergénica de dos genes que codifican proteínas 

citocromo P450 y que se expresan mayoritariamente en botones florales y 

frutos de 1 cm. En conjunto, estos resultados sugieren la identificación de 
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nuevos reguladores que desempeñan un papel relevante en el inicio del 

desarrollo del fruto de tomate. 

5. La mutación Alq confiere una mayor tasa de crecimiento vegetativo, así 

como cambios en la arquitectura radicular relacionados con el desarrollo de 

raíces laterales de mayor longitud. Los cambios en la configuración 

espacial del desarrollo radicular no son responsables de la mayor tasa de 

crecimiento vegetativo, pero la alteración de ambos caracteres permite que 

el mutante Alq tolere mejor una situación de estrés osmótico en 

condiciones de cultivo in vitro. 

6. La mutación Alq conduce a una mayor tasa de cuajado de fruto como 

consecuencia de un desarrollo prematuro del ovario. Los cambios en el 

patrón de expresión de genes implicados en el ciclo celular y en la 

regulación de las señales hormonales que promueven el desarrollo inicial 

del fruto sugieren que el gen ALQ podría actuar como un integrador de las 

señales que desencadenan el crecimiento del ovario durante el proceso de 

cuajado. 

7. La tasa de cuajado de fruto de Alq no se ve penalizada bajo condiciones de 

moderada salinidad, lo que permite que las plantas mutantes sean capaces 

de mantener la producción cuando son sometidas a estos tratamientos de 

estrés salino. 
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