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RESUMEN 

Los programas de genómica funcional en especies de interés agronómico o especies silvestres 
relacionadas no sólo conducirán a importantes avances del conocimiento, sino también a un 
salto cualitativo en el campo de la mejora. En particular, el empleo de herramientas 
genómicas ayudará a superar dos de los retos que todavía subsisten en el campo de la mejora 
molecular (i.e., vía transformación): la identificación de los genes que realmente controlan los 
caracteres de interés agronómico y la detección de señales de regulación que permitan 
modular la expresión de los transgenes a nivel espacial y temporal, evitando el coste 
energético que genera el empleo de promotores constitutivos (e.g., 35S), así como los efectos 
pleiotrópicos indeseables que usualmente ocasionan. Entre las vías para lograr tales objetivos, 
destaca la mutagénesis insercional por T-DNA, que en los últimos años se ha convertido en 
una herramienta básica para la identificación y etiquetado de genes, así como para el análisis 
de su función. En efecto, la disrupción de un gen endógeno o la integración del T-DNA en la 
vecindad del mismo pueden ocasionar la anulación o alteración de función, dando una valiosa 
información sobre el papel de un cierto gen en un carácter dado. Otra aplicación de la 
mutagénesis insercional por T-DNA estriba en la detección de elementos de regulación 
mediante el empleo de los denominados “sistemas trampa” (trapping) que permiten detectar 
secuencias reguladoras y asignar una función a partir de datos de expresión del delator que 
mimetiza la expresión del gen endógeno. El aspecto más relevante de estas aproximaciones es 
que, tras la identificación de un cierto gen, éste queda etiquetado por el T-DNA, lo que facilita 
su clonación. 

En nuestro laboratorio estamos abordando un proyecto en colaboración con los grupos de los 
Dres. Rafael Lozano y Trinidad Angosto (Universidad de Almería) y de la Dra. Mª Carmen 
Bolarín (CEBAS, CSIC, Murcia) en el que estamos utilizando dos herramientas genómicas 
(mutagénesis insercional y trapping) en tomate (cvs. P73 y Moneymaker) y una especie 
silvestre relacionada (Solanum pennellii) para identificar secuencias codificantes o elementos 
de regulación de genes implicados en procesos del desarrollo vegetativo (arquitectura de la 
planta) y reproductivo (flor y fruto), así como en dos tipos de estrés abiótico (salinidad y 
estrés hídrico). 

La aportación de esta Tesis Doctoral en este proyecto de investigación ha sido la generación 
una colección de líneas de inserción por T-DNA en tomate y la identificación de mutantes 
afectados en caracteres relacionados con el desarrollo. En concreto, se han generado más de 
1200 líneas T-DNA y se han obtenido sus descendencias TG2. La caracterización de estas 
líneas en TG1 ha conducido a la detección de 255 mutantes (de tipo dominante, 
semidominante o aditivo) afectados en caracteres vegetativos y/o reproductivos. Asimismo, se 
ha caracterizado una pequeña muestra de progenies TG2 (en concreto 37) lo que ha permitido 
la identificación de 6 mutantes recesivos. Además, el empleo de una trampa de 
intensificadores para generar las líneas de T-DNA ha permitido identificar un buen número de 
genotipos que pueden tener un notable interés por el patrón de expresión que exhiben. 



RESUM 

Els programes de genómica funcional en espècies d'interés agronòmic o espècies silvestres 
relacionades no sols conduiran a importants avanços del coneixement, sinó també a un bot 
qualitatiu en el camp de la millora. En particular, l'ocupació de ferramentes genómiques 
ajudarà a superar dos dels reptes que encara subsistixen en el camp de la millora molecular 
(ie, via transformació): la identificació dels gens que realment controlen els caràcters d'interés 
agronòmic i la detecció de senyals de regulació que permeten modular l'expressió dels 
transgens a nivell espacial i temporal, evitant el cost energètic que genera l'ocupació de 
promotors constitutius (e.g., 35S), així com els efectes pleiotrópics indesitjables que 
usualment ocasionen. Entre les vies per a aconseguir tals objectius, destaca la mutagénesis 
insercional per T-DNA, que en els últims anys s'ha convertit en una ferramenta bàsica per a la 
identificació i etiquetat de gens, així com per a l'anàlisi de la seua funció. En efecte, la 
disrupció d'un gen endogen o la integració del T-DNA en el veïnat del mateix poden 
ocasionar l'anul·lació o alteració de funció, donant una valuosa informació sobre el paper d'un 
cert gen en un caràcter donat. Una altra aplicació de la mutagénesis insercional per T-DNA 
consistix en la detecció d'elements de regulació per mitjà de l'ocupació dels denominats 
“sistemes trampa” (trapping) que permeten detectar seqüències reguladores i assignar una 
funció a partir de dades d'expressió del delator que mimetitza l'expressió del gen endogen. 
L'aspecte més rellevant d'estes aproximacions és que, després de la identificació d'un cert 
gen, este queda etiquetat pel T-DNA, la qual cosa facilita la seua clonació. 

En el nostre laboratori estem abordant un projecte en col·laboració amb els grups dels Dres. 
Rafael Saludable i Trinidad Angost (Universitat d'Almeria) i de la Dra. Mª Carmen Bolarín 
(CEBAS, CSIC, Múrcia) en el que estem utilitzant dos ferramentes genómiques (mutagénesis 
insercional i trapping) en tomaca (cvs. P73 i Moneymaker) i una espècie silvestre relacionada 
(Solanum pennellii) per a identificar seqüències codificantes o elements de regulació de gens 
implicats en processos del desenrotllament vegetatiu (arquitectura de la planta) i reproductiu 
(flor i fruit), així com en dos tipus d'estrés abiòtic (salinitat i estrés hídric). 

L'aportació d'aquesta Tesi Doctoral en este projecte d'investigació ha sigut la generació una 
col·lecció de línies d'inserció per T-DNA en tomaca i la identificació de mutants afectats en 
caràcters relacionats amb el desenrotllament. En concret, s'han generat més de 1200 línies T-
DNA i s'han obtingut les seues descendències TG2. La caracterització d'estes línies en TG1 
ha conduït a la detecció de 255 mutants (de tipus dominant, semidominant o additiu) afectats 
en caràcters vegetatius i/o reproductius. Així mateix, s'ha caracteritzat una xicoteta mostra de 
progènies TG2 (en concret 37) el que ha permés la identificació de 6 mutants recessius. A 
més, l'ús d'una trampa d'intensificadors per a generar les línies de T-DNA ha permés 
identificar un bon nombre de genotips que poden tindre un notable interés pel patró 
d'expressió que exhibixen. 



SUMMARY 

Functional genomic programs in agronomic species or their wild relatives will not only lead 
to important advances in general knowledge, but present also a qualitative leap in the field of 
plant breeding. In particular, the use of genomic tools will help to overcome two of the 
challenges that still remain in the field of molecular breeding (ie, via transformation): the 
identification of genes that actually control the agronomic characters and detection of signals 
regulation mechanisms that modulate the spatiotemporal expression of transgenes, avoiding 
the energy waste generated by the use of constitutive promoters (eg, 35S) and the pleiotropic 
effects that usually are caused. Among the possibilities to achieve these objectives, insertional 
mutagenesis by T-DNA highlights, because has become in recent years a basic tool for the 
identification and tagging of genes, and for analysing their function. Indeed, the disruption of 
an endogenous gene or the T-DNA insertion in its vicinity can cause the disruption or 
alteration of its function, providing valuable information about the role of a gene in a given 
character. Other application of insertional mutagenesis by T-DNA is the detection of 
regulatory elements using the so-called "trapping” system. It is a system of indentifying genes 
on the basis of the expression pattern of a reporter gene that is randomly integrated into the 
genome. The reporter gene is expressed in a fashion that mimics the normal expression 
pattern of a gene at the insertion site. The most relevant of these approaches is that the 
disrupted gene is tagged by the T-DNA, which facilitates its cloning. 
 
In our laboratory we are working on a project in collaboration with the groups of Drs. Rafael 
Lozano and Trinidad Angosto (University of Almería) and Dr. M ª Carmen Bolarín (CEBAS, 
CSIC, Murcia) in which we are using two genomic tools (insertional mutagenesis and 
trapping) in tomato (cvs. P73 and Moneymaker) and a related wild species (Solanum 
pennellii) to identify coding sequences or regulatory elements of genes involved in processes 
of vegetative development (plant architecture) and reproductive development (flower and 
fruit) as well as two types of abiotic stress (salinity and hydric stress ). 
 
The present doctoral thesis contributes to this research project by the generation of a 
collection of T-DNA insertion lines in tomato and the identification of mutants affected in 
characters related to development. In particular 1200 T-DNA lines were generated and for 
most of them the descendent TG2 has been obtained. The characterization of these lines TG1 
has led to the detection of 255 mutants (dominant, semidominant or additive type) affected in 
vegetative and/or reproductive characters. In addition, TG2 progenies (specifically 37) have 
been characterized which has allowed the identification of 6 recessive mutants. Moreover, the 
use of the enhancer trap to generate lines of T-DNA has permitted to identify genotypes with 
interesting expression patterns.  
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Introducción 
 

 1

1. EL TOMATE 

1.1. Origen, taxonomía, morfología y valor dietético 

El tomate (Solanum lycopersicum L.), universalmente considerado como hortícola y 

generalmente cultivada como anual aún tratándose de una planta perenne (Rick, 1978), es 

objeto de una amplia industria agrícola. 

Como suele suceder con las plantas cultivadas, los orígenes y primeros pasos de su 

domesticación permanecen oscuros. Sin embargo, se puede tener una cierta seguridad 

sobre tres aspectos. Primero, el centro de origen del género Solanum es la región andina 

que se extiende desde el Sur de Colombia al Norte de Chile, pero parece que podría ser en 

México donde se domesticó, quizá porque allí crecería y crece como mala hierba entre los 

huertos y milpas. Segundo, el tomate alcanzó un avanzado estado de domesticación antes 

de ser conocido en Europa. Grabados pertenecientes a los herbarios más antiguos revelan 

que los primeros tipos cultivados en Europa tenían frutos grandes. A mediados del siglo 

XVI se consumían en México tomates de distintas formas y tamaños, e incluso rojos y 

amarillos, pero por entonces ya habían sido traídos a Europa y servían como alimento en 

España e Italia. Tercero, el antecesor más directo, el tomate-cereza silvestre (S. 

lycopersicum variedad cerasiforme), es espontáneo en toda América tropical y subtropical 

y se ha extendido a lo largo de los trópicos del Viejo Mundo. 

El tomate carecía de nombre nativo en la región andina, en tanto que se conocía en la 

lengua nahua de México como tomatl, término que es sin duda el origen del nombre 

moderno. Las primeras crónicas del Nuevo Mundo son desgraciadamente escasas en sus 

referencias a los tomates. El cronista peruano Guamán Poma menciona el consumo 

esporádico del fruto del tomate silvestre en el imperio inca, pero no hace mención de frutos 

de tipo grande. El nombre de mala peruviana, que se aplicó al tomate tras su introducción 

en Italia, ha sido origen de confusión sobre la región de domesticación de dicha planta. La 

primera mención del tomate en el Viejo Mundo se debe a las descripciones publicadas en 

1554 por el herborista Pier Andrea Mattioli. La misma precocidad de esa fecha apoya la 

teoría de un origen mexicano, habida cuenta de que la ciudad de México se tomó en 1519, 

que la conquista completa de Perú se fecha en 1531 y que se precisaría un cierto tiempo 

para la introducción, cultivo y valoración de la cosecha en Europa. La edición de 1554 del 

herbario de Mattioli establece que ‘el tomate se come en Italia con aceite, sal y pimienta’. 

La planta se llamó primero pomi d’oro y mala aurea (manzana de oro) y también poma 
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amoris (manzana de amor). Estos y otros nombres equivalentes persistieron hasta bien 

entrado el siglo XIX. 

El tomate común es una planta dicotiledónea que se encuadra en la familia de las 

solanáceas, que comprende la patata, el tabaco y la petunia, así como la hierbamora, 

belladona y otras plantas venenosas. La taxonomía aceptada es la siguiente (Foolad, 2007): 

REINO:   Plantae 
Subreino:   Traqueobinta 
Superdivisión:  Spermatophyta 
Clase:   Magnoliopsida 
Subclase:   Asteridae 
Orden:   Solanales 
Suborden:  Solanineae 
Familia:   Solanaceae 
Género:   Solanum 
Especie:   lycopersicum 

En la primera clasificación taxonómica, al tomate cultivado se le denominó Solanum 

lycopersicon (Linnaeus, 1753). Por estar estrechamente relacionada con la belladonna y la 

mandrágora (plantas del género Solanum) fue considerada una planta venenosa. En 1754, 

Miller hace una distinción asignando al tomate cultivado el género Lycopersicon y la 

especie esculentum (Miller, 1754), lo que ayuda a aceptar a esta especie como una planta 

comestible. El género Lycopersicon se distinguió inicialmente del género Solanum sobre la 

base de caracteres diferenciales en hojas y anteras. Así pues, Lycopersicon tiene hojas 

pinadas y la dehiscencia se produce en el lateral de las anteras mientras que Solanum tiene 

hojas con tendencia a ser simples y la dehiscencia se produce en el extremo de las anteras. 

Las relaciones filogenéticas entre Solanum y Lycopersicon han sido el origen de largos 

debates durante mucho tiempo. Así pues, algunos investigadores reconocían Lycopersicon 

como un género distinto mientras que otros sugerían que éste debía estar unido al género 

Solanum. Recientemente y basándose en datos morfológicos y moleculares, se ha 

readoptado el nombre científico de Solanum lycopersicum para el tomate cultivado 

mientras que las otras especies de Lycopersicon han sido incorporadas al género Solanum 

(Foolad, 2007 y referencias de este artículo). 

El tomate es una planta que puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o 

erecta. Su sistema radicular está compuesto por una raíz principal (corta y débil), raíces 

secundarias (numerosas y potentes) y raíces adventicias. En el tallo principal, de un grosor 
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de 2 a 4 cm, se desarrollan hojas, tallos secundarios (cuya ramificación es simpodial) e 

inflorescencias. La hoja es compuesta e imparipinada, con foliolos peciolados, lobulados y 

con borde dentado. La flor es perfecta, regular e hipogina y consta de 5 o más sépalos. La 

flor suele tener el mismo número de sépalos que de pétalos, estos últimos de color 

amarillo. Los estambres, que se desarrollan fusionados, forman un cono estaminal que 

envuelve al gineceo (con un ovario bi o plurilocular). Las flores se agrupan en 

inflorescencias de tipo racemoso (dicasio) y se unen al eje floral por medio de un pedicelo 

articulado que contiene la zona de abscisión, distinguible por un engrosamiento con un 

pequeño surco originado por una reducción del espesor del cortex. El fruto es una baya bi o 

plurilocular que está constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas. 

El agua representa entre el 88 y 95% del peso del fruto de tomate, correspondiendo el 

mayor valor a los cultivares de industria y el menor a los tipos cereza. Con ese alto 

contenido en agua, su valor nutritivo no puede residir en su poder energético sino en sus 

sales y vitaminas (tabla 1). Aunque hay otras frutas y hortalizas con mayores contenidos 

vitamínicos, el alto consumo del tomate lo convierte en la principal fuente de vitaminas en 

muchos países. A título ilustrativo, la popularidad actual del tomate en los Estados Unidos 

es difícil de explicar por puras razones nutritivas. El tomate no ocupa ningún lugar 

destacado en cuanto a concentración de componentes dietéticos se refiere. De hecho, el 

tomate ocupa, entre los principales frutos y hortalizas, el decimosexto lugar como fuente 

de vitamina A y el decimotercero como fuente de vitamina C. En términos de consumo, sin 

embargo, los tomates son la tercera fuente de ambas vitaminas en los Estados Unidos. Esta 

aparente contradicción se explica por el volumen relativamente alto de tomates 

consumidos. 

Tabla 1. Composición del tomate maduro 

En 100 g de materia seca En 100 g de materia fresca 
Glucosa 22 g Vitamina A (  caroteno) 540-760 g 
Fructosa 25 g Vitamina B1 (tiamina) 50-60 g 
Sacarosa 1 g Vitamina B2 (riboflavina) 20-50 g 
Proteínas 8 g Vitamina B3 (ác. pantoténico) 50-750 g 
Pectinas 7 g Vitamina B6 (complejo) 80-110 g 
Celulosa y hemicelulosa 10 g Niacina 500-700 g 
Ácido cítrico 9 g Ácido fólico 6-20 g 
Ácido málico 4 g Biotina 1-4 g 
Sales minerales (K, Ca, Mg, P) 8 g Vitamina C 15-23 g 
Lípidos 2 g Vitamina E (  tocoferol) 40-1200 g 
Otros 4 g   

Fuente: Cuartero J. (2001) 
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Por otro lado, el tomate ha venido despertando en los últimos 

años un gran interés entre la comunidad científica por el efecto 

beneficioso que parece tener sobre nuestro organismo. Son cada 

vez más los estudios que parecen confirmar que este vegetal es una 

fuente inagotable de propiedades preventivas y curativas. El 

licopeno (un carotenoide que da lugar al característico color rojo 

de los tomates) posee propiedades antioxidantes y actúa 

protegiendo a las células humanas del estrés oxidativo, uno de los 

principales responsables de las enfermedades cardiovasculares, 

cáncer y envejecimiento. Cada vez existen más estudios 

epidemiológicos que sugieren que el consumo de licopeno tiene un 

efecto beneficioso sobre la salud humana, reduciendo 

notablemente la incidencia de las patologías cancerosas (sobre 

todo, de pulmón, próstata y tracto digestivo) y cardiovasculares. 

También existen evidencias científicas que indican que previene el 

síndrome de degeneración macular, principal causa de ceguera en 

la gente mayor de 65 años. En los últimos años se han publicado 

diversos artículos científicos en relación con la eficacia del tomate en la prevención del 

cáncer y los infartos (Gerster, 1997; Rao y Agarwal, 1998; Zhao et al., 1998; Giovannucci 

y Clinton, 1998; Rao et al., 1999; Jain et al., 1999; Amir et al., 1999; Porrini y Riso, 2000; 

Rao y Agarwal, 2000; Takeoka et al., 2001; Watanabe et al., 2001; Nara et al., 2001). 

1.2. Preferencias en el consumo del tomate 

Uno de los mayores atractivos de cualquier producto para el consumidor es su 

diversidad, y una de las razones de la amplia aceptación del tomate radica en la multitud de 

tipos que la conjunción del aspecto exterior (forma, tamaño y color) y las cualidades 

internas (sabor, aroma, textura y dureza) produce (fig.1). 

En general, las características más apreciadas por el consumidor son el color y sabor. 

En cualquier caso, las preferencias por un tipo de tomate determinado son muy variadas y 

dependen del país, tipo de población, uso al que se destina, etc. Estas cambian también 

según las costumbres de consumo. Por ejemplo, los japoneses y chinos prefieren tomates 

con baja acidez, ya que los suelen consumir como fruta; sin embargo, en la mayoría de 

países tropicales, donde los tomates se usan cocinados, se acepta una alta acidez. 

Científicos de la Universidad 
Purdue y del Departamento de 
Agricultura de los Estados 
Unidos (USDA) desarrollaron 
un tomate que contiene tres 
veces más licopeno, un 
antioxidante que puede ayudar a 
prevenir procesos de tipo 
canceroso. 
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Figura 1. Grandes o pequeños, redondos o 

alargados, rojos o amarillos, en ramillete..., tomates 

para todos. La popularidad del tomate se puede 

atribuir a su color atractivo, aroma y versatilidad, 

pero quizás sea su enorme diversidad uno de los 

mayores atractivos de esta especie. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 

En Estados Unidos, el tomate en fresco no tiene tanta importancia como en Europa, 

ya que el consumidor americano es menos exigente que el europeo. Esto hace que 

predominen las explotaciones de tomate sin entutorar, cuya recolección se realiza de forma 

mecánica, por lo que el tomate nunca llega a alcanzar la calidad y presentación que exigen 

los mercados europeos. En Europa hay tendencias claramente definidas. En Portugal, 

España, Italia y el sureste francés tienen más éxito los tomates asurcados, aunque en los 

últimos años comienzan a tener bastante aceptación los tomates lisos. Los restantes países 

muestran una mayor preferencia hacia este último tipo de tomate. 

Los sistemas de clasificación de acuerdo con el tamaño del fruto se adoptan sobre 

todo en los países desarrollados, donde generalmente son más apreciados los tomates 

grandes para ensalada. La forma es otra característica que marca diferencias en cuanto a 

preferencias, siendo los tomates redondos los de mayor demanda. Como siempre, hay 

excepciones, así por ejemplo las poblaciones rurales de países como Filipinas y Ecuador 

están más acostumbradas a consumir tomates achatados con formas irregulares. Las 

preferencias por el color son extremadamente variables dependiendo de los países, de la 

estación y del uso al que se destina. En Taiwan, donde los tomates se recolectan cuando 

empieza el viraje de color y se venden antes de alcanzar la madurez, prefieren tomates con 

desigual pigmentación. Este tipo de tomates también tienen una buena aceptación en Brasil 

y Colombia. En Europa y Norteamérica, por el contrario, son más apreciados los tomates 
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rojos. Por otra parte, se consideran mejores los tomates multiloculares con paredes gruesas 

en comparación con los que tienen poca carne en la zona central y cavidades mayores para 

las semillas. Otras características como la firmeza y pequeño tamaño de las cicatrices 

hacen que el tomate sea más atractivo para el consumidor. 

En cuanto a las variedades, en las explotaciones comerciales se utilizan híbridos casi 

exclusivamente. El mercado de los cultivares híbridos se caracteriza por su dinamismo y 

por la rápida sustitución de unos híbridos por otros. Las empresas de semillas tratan de 

lanzar al mercado continuamente nuevos híbridos, quizás para dar idea de eficacia y 

capacidad investigadora, aunque esos nuevos híbridos no superen a los que incluso ellas 

mismas vendían. Actualmente hay en el mercado centenares de híbridos aunque su 

duración en el mercado será, a buen seguro, corta en la mayoría de los casos.  

1.3. Importancia económica y distribución geográfica 

A nivel mundial, el tomate es la hortaliza de mayor difusión y valor económico. Su 

demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, producción y comercio. Según 

fuentes de la FAO, la superficie mundial del tomate (fresco y de transformación) en 2007 

fue de más de 4 millones de has, con una producción de 126,2 millones de toneladas y un 

rendimiento medio de 27.289 Kg/ha (tabla 2). 

España ocupa el séptimo lugar del mundo en producción, muy por debajo de China, 

EEUU, Turquía, India, Egipto e Italia. En la UE, la producción de tomate se reparte entre 

Italia, primer país de la UE en cuanto a producción, seguido de España, Grecia y Portugal 

(tabla 3).  

Los datos de producción en España en los quince últimos años han experimentado un 

incremento muy favorable: de una producción de 2,4 millones de toneladas en una 

superficie de 60.600 ha en 1985, se ha pasado a una producción actual (2007) de 3,6 

millones de toneladas en 55.600 hectáreas. El sector productor de tomate se concentra 

principalmente en las comunidades autónomas de Andalucía, Murcia, Canarias y 

Comunidad Valenciana. 
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Tabla 2. Producción, superficie y rendimiento de los principales países productores del 
mundo en 2007 (Anuario FAO) 

Países Producción (t) Superficie (ha) Rendimiento (Kg/ha)

Asia 67.798.472  2.827.803 23.975 
- China 33.645.000  1.455.200 23.120 
- Turquía 9.919.673  270.000 36.739 
- India 8.585.800  479.200 17.916 
Europa 20.497.562  594.643 34.470 
- UE 15.764.070  300.901 52.389 
América N. y Central 15.468.766  327.554 44.712 
- EEUU 11.500.000  175.000 65.714 
- Méjico 2.900.000  130.000 22.307 
América Sur 6.415.428  141.088 45.471 
- Brasil 3.364.438  56.678 59.360 
- Chile 1.270.000  19.500 65.128 
África 14.507.140  660.215 21.973 
- Egipto 7.550.000  194.000 38.917 
- Túnez 1.000.000  26.300 38.022 
- Marruecos 1.140.000  20.000 57.000 
Mundo 126.246.708  4.626.232 27.289 

Tabla 3. Producción, superficie y rendimiento de los principales países productores de 
la Unión Europea en 2007 (Anuario FAO) 

Países Producción (t) Superficie (ha) Rto. (Kg/ha) 

España 3.615.500  55.600  65.018  
Francia 750.000  4.500  166.667  
Grecia 1.450.000  26.500  54.717  
Italia 6.025.613  118.224  50.967  
Portugal 1.000.000  12.500  80.000  
Total UE 15.764.070  300.901 52.389  

1.4. El comercio exterior del tomate en España 

En España, el tomate fresco para consumo directo es la principal hortaliza en 

relación con la exportación. Es el país que más exporta entre los principales productores 

mundiales (tabla 4). Asimismo, ocupa un primer lugar en el comercio de exportación de los 

países de la UE. Tras la integración de España a la UE, el sector exportador del tomate ha 

sabido adaptarse con un gran esfuerzo a los mecanismos compensatorios de intercambios 

(MCI). Posteriormente, y como estado miembro de la UE, ha sabido acoplarse 

íntegramente a su ordenamiento jurídico en materias fiscales y sociales, aunque 

continuamente surgen problemas emanados principalmente de los Acuerdos de Asociación. 

El tomate es uno de los productos de negociación que siempre está presente en los 

acuerdos bilaterales o de asociación. Desde 1991, año en que desaparecieron los cupos y 
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las restricciones a la exportación al resto de la Europa Comunitaria, se dispararon las 

exportaciones y hasta hoy parecen no haber tocado techo. 

Tabla 4. Balanza comercial de tomate fresco de los principales países productores del mundo en 2005 
(Anuario FAO) 

Países 
Exportaciones Importaciones Saldo (E-I) 

Cantidad (t) Valor (1000$) Cantidad (t) Valor (1000$) Valor (1000$) 
España 923.405  1.040.955  72.354  36.518  1.004.437  
China 85.931  17.987  42  67  17.920  
EEUU 188.173  226.405  951.787  1.075.119  -848.714  
Turquía 250.182  145.773  56  31  145.742  
India 11.743  2.464  51  25  2.439  
Egipto 18.470  3.753  71  10  3.743  
Italia 91.875  168.924  99.325  128.380  40.544  

En Europa, España lidera el comercio de la exportación, que 

en su mayor parte va dirigida al mercado de la Unión Europea, 

siendo Alemania, Países Bajos, Reino Unido y Francia los 

principales mercados comunitarios (tabla 5).  

Tabla 5. Exportaciones españolas de tomate fresco (Anuario FAO) 

Países 
2003 2004 2005 

Cantidad (t) Cantidad (t) Cantidad (t) 
Alemania 238.698  243.791  198.893  
Francia 147.611  160.251  147.733  
Países Bajos 165.370  181.902  170.609  
Reino Unido 190.018  207.075  183.845  
Italia 22.426  31.023  38.998  
Resto U.E. 149.393  165.525  161.723  
No comunitarios 32.544  28.864  21.604  
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1.5. Mejora genética del tomate 

La mejora genética de nuevos cultivares de tomate empezó hace más de 200 años en 

Europa. Hasta los años 50, la mejora de tomate incluía el desarrollo de cultivares 

multipropósitos para hacer frente a varias necesidades. En los últimos 40 años, la meta 

universal para la mejora de tomate tanto para consumo en fresco como procesado ha sido 

el incremento de la producción de fruto por unidad de área. También se han contemplado 

como objetivos principales la calidad externa o comercial (presentación, aspecto, firmeza, 

conservación...), la extensión y adaptación de los ciclos a las necesidades y oportunidades 

de los mercados, precocidad en la maduración, capacidad para resistir temperaturas 

adversas, resistencia a la quebrantadura inducida por la lluvia y la resistencia de las plantas 

a fisiopatías y patógenos. En buena medida estos 

objetivos se han alcanzado, aunque descuidando un 

aspecto que ahora se empieza a considerar 

prioritario: la calidad organoléptica del fruto. Es 

decir, el complejo sabor-aroma-textura de la carne 

del fruto que se aprecia al comerlo. Últimamente se 

observa una preferencia por estos valores gustativos 

conservados en las variedades tradicionales y que 

se han perdido, en mayor o menor medida, en 

muchas de las variedades actuales. Esto está 

llevando a plantear el sabor como un importante 

objetivo en la mejora genética del tomate. 

Por otro lado, los objetivos de mejora han dependido de los métodos de cultivo (en 

campo o en invernadero) o de si el producto es para consumo en fresco o procesado. Los 

caracteres específicos de interés para los cultivares de mercado en fresco incluyen 

morfología redondeada, firmeza, uniformidad de tamaño, forma y color, así como aspectos 

relacionados con la presentación (e.g., apariencia libre de marcas o anormalidades) y la 

calidad (e.g., textura, sabor y aroma) (Foolad, 2007; Paran and Knaap, 2007). El material 

vegetal utilizado en el cultivo de tomate para industria difiere del que se utiliza para tomate 

fresco como un resultado de diferentes requerimientos de calidad de acuerdo al uso 

destinado. Se utilizan cultivares que ofrezcan facilidad para la separación del fruto, de 

crecimiento determinado, vigor medio, maduración agrupada y buena cobertura del fruto 

El propio mercado ha sido el que ha premiado 
con su elección la calidad de las variedades 
tradicionales, que se echa de menos en 
muchos de los cultivares híbridos 
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para la cosecha mecanizada. La forma de los frutos suele ser globosa o prismática para la 

elaboración de concentrados y triturados, y aperada para la elaboración de tomates pelados 

enteros. Aunque no de una manera tan clara como en el caso del cultivo para fresco, hay un 

predominio cada vez mayor de los cultivares híbridos frente a las variedades, debido más a 

la protección de facto que buscan los obtentores de semillas que a las ventajas que supone 

la utilización de los mismos. 

1.6. El tomate en el contexto de la investigación científica 

El tomate se ha convertido en un excelente modelo tanto para la investigación básica 

como para la investigación aplicada de plantas como consecuencia de una combinación de 

razones científicas y agronómicas. La importancia del tomate como producto agrícola ha 

sido puesta de manifiesto no sólo por las instituciones públicas sino también por el sector 

privado, y más concretamente por las empresas dedicadas a la mejora genética y 

biotecnología vegetal, que han decidido invertir sus recursos para llevar a cabo y apoyar 

proyectos de investigación orientada al estudio de distintos procesos. La experimentación 

científica se ve favorecida porque se trata de una planta autógama diploide (2n = 24), con 

un ciclo de vida corto, un elevado potencial reproductivo y de fácil polinización y 

propagación vegetativa. Además, su genoma es relativamente pequeño (950 Mpb) y 

existen numerosas fuentes genéticas y genómicas disponibles: poblaciones cartografiadas, 

marcadores de DNA (Tanksley et al, 1992), colecciones de ESTs (van der Hoeven et al, 

2002), microarrays y bases de datos públicos (revisado por Yano et al, 2007) así como 

librerías de insertos genómicos tipo YAC (Bonnema et al, 1996) y BAC (Hamilton et al, 

1999; Budiman et al, 2000). Asimismo, conviene indicar que en 2004 se inició el programa 

de secuenciación del genoma de tomate (al menos de las 220 Mpb de secuencias 

eucromáticas, donde se ha sugerido que se encuentran la mayor parte de los genes) a través 

del consorcio internacional Solanaceae Genome Project (SOL) (Mueller et al, 2005). 

Todos estos aspectos hacen del tomate uno de los más efectivos modelos entre las especies 

cultivadas. 

2. LA GENÉTICA DEL DESARROLLO EN TOMATE 

2.1 Arquitectura vegetativa 

En la mayor parte de los cultivares de tomate la fase vegetativa es corta. La primera 

inflorescencia comienza a desarrollarse después de que aparezcan las primeras 6-12 hojas y 

la transición floral empieza cuando la tercera hoja está completamente expandida. Al 
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contrario de lo que ocurre en Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus, con un patrón de 

crecimiento monopodial, el tomate exhibe un hábito de crecimiento simpodial. Mientras 

que en las especies que exhiben una arquitectura monopodial el meristemo apical del brote 

(SAM) es indeterminado y los órganos vegetativos y reproductivos se generan en sus 

flancos, el SAM de tomate es determinado y el desarrollo del primer brote se completa 

cuando aparece la primera inflorescencia. A este primer brote se le denomina ‘segmento 

inicial’. A continuación, se desarrolla un nuevo brote vegetativo del meristemo axilar más 

alto, es decir, un meristemo simpodial localizado en la axila de la hoja más joven justo por 

debajo de la inflorescencia. El meristemo simpodial permite a la planta continuar su 

crecimiento, desarrollando tres nudos vegetativos (hojas) antes de terminar en una nueva 

inflorescencia. Este patrón de crecimiento se repite a través de sucesivos segmentos 

determinados o unidades ‘simpodiales’. Por tanto, la arquitectura de tomate implica una 

alternancia regular de fases vegetativas y reproductivas entre el brote primario y los brotes 

axilares (Atherton and Harris, 1986). 

A pesar de las diferencias entre los sistemas monopodiales y simpodiales, los genes 

que mantienen el estado indeterminado del brote en Arabidopsis, TERMINAL FLOWER 1 

(TF1), y Antirrhinum, CENTRORADIALIS (CEN), tienen un ortólogo en el genoma de 

tomate, el gen SELF-PRUNING (SP). Este gen controla la transición del desarrollo 

vegetativo a reproductivo en los meristemos de inflorescencia (Pnueli et al, 1998). La 

anulación de función del gen SP no tiene efectos en la arquitectura del segmento inicial, 

pero promueve una reducción gradual del número de nudos vegetativos que se generan en 

los sucesivos segmentos simpodiales, llegando a un punto en el cual la fase vegetativa se 

completa con el desarrollo de dos inflorescencias consecutivas (Yeager, 1927). En este 

sentido, se ha podido comprobar que la sobreexpresión de los genes SP o CEN en tomate 

da lugar a un extensión de la fase vegetativa en los brotes simpodiales (Pnueli et al, 1998). 

CEN, TFL1 y SP son miembros de una nueva familia de genes reguladores denominados 

CETS, que codifican una familia de proteínas capaces de interactuar con una amplia 

variedad de proteínas de señalización. 

El desarrollo normal del meristemo simpodial requiere también la actuación del gen 

SINGLE FLOWERS TRUSS (SFT), cuya mutación detiene el crecimiento de la yema 

simpodial y permite que la planta continúe su crecimiento sobre la base de meristemos 

vegetativos ectópicos que surgen de la inflorescencia (Kerr, 1982). La reducción del nivel 

de expresión de SP en el mutante single flower truss (sft) sugiere que SFT controla el 
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desarrollo simpodial en función de su interacción con SP, probablemente actuando 

corriente arriba como regulador de SP en el meristemo simpodial (Molinero-Rosales et al, 

2004).  

La formación de ramas laterales está regulada por los genes LATERAL 

SUPPRESSOR (LS) y BLIND (BL). Mientras que BL afecta a los meristemos simpodiales y 

axilares (Rick and Butler, 1956; Schmitz et al, 2002), LS está implicado solamente en el 

desarrollo de los meristemos axilares (Malayer and Guard, 1964; Schumacher et al, 1999). 

Entre las anormalidades fenotípicas que exhibe el mutante lateral suppressor (ls), la más 

significativa es la ausencia de meristemos laterales en el segmento inicial. La clonación y 

caracterización de LS ha revelado que codifica para un factor de transcripción de la familia 

GRAS (Schumacher et al, 1999). Se ha comprobado que la expresión del gen ortólogo de 

Arabidopsis LAS en el mutante de tomate ls restaura el fenotipo silvestre, lo que indica que 

debe existir un mecanismo conservado que regula la iniciación de los meristemos axilares 

(Greb et al, 2003). El gen BL es un factor de transcripción tipo MYB (clase R2R3) 

implicado en la regulación de varios procesos biológicos. El fenotipo del doble mutante ls 

+ bl sugiere que BL y LS participan en diferentes rutas que promueven el desarrollo de 

meristemos laterales (Schmitz et al, 2002). 

2.2. Transición a la floración 

En tomate, la transición a la floración implica que el meristemo apical desaparece 

cuando se desarrolla la primera inflorescencia. Este proceso está controlado por factores 

ambientales y endógenos, siendo estos últimos de naturaleza genética y hormonal. Se 

considera que 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 and Peet, 1997). De hecho, algunos genes (aislados y 

caracterizados) forman parte de una ruta autónoma que controla la transición a la floración. 

En el segmento inicial, FALSIFLORA (FA) y SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) promueven 

la transición floral (Molinero-Rosales et al, 1999; Molinero-Rosales et al, 2004; Lifschitz 

et al, 2006), mientras que SP regula este proceso en los segmentos simpodiales (Pnueli et 

al, 1998). Mutaciones en los loci FA o SFT dan lugar a fenotipos de floración tardía 

independientes de fotoperiodo y a alteraciones que afectan al desarrollo de la 

inflorescencia. FA es ortólogo de LEAFY (LFY) y FLORICAULA (FLO), dos genes de 

identidad floral de Arabidopsis y Antirrhinum respectivamente, aunque, al igual que FA, 

sólo LFY controla la transición floral (Molinero-Rosales, 1999). 
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SFT es un ortólogo del gen de Arabidopsis FLOWERING LOCUS (FT) y 

desencadena señales que regulan la transición a la floración y el crecimiento simpodial en 

tomate (Lifschitz et al, 2006). El doble mutante sft + fa no es capaz de florecer, lo que 

sugiere que FA y SFT regulan la transición floral a través de una ruta independiente. De 

hecho, se ha confirmado que la expresión de FA no está afectada por la mutación sft 

(Molinero-Rosales, 2004). En petunia, una simple mutación en el gen PETUNIA 

FLOWERING GENE (PFG), un gen MADS-box homólogo al gen APETALA 1 (AP1) de 

Arabidopsis, anula la transición a la floración (Immink et al, 1999). Curiosamente, la 

sobreexpresión de AP1 en tomate ocasiona floración temprana en tomate sin que ello 

modifique el desarrollo simpodial (Ellul et al, 2004). Por el contrario, en Arabidopsis se 

requieren mutaciones en los tres genes relacionados con la floración (CO, FCA y GA1, que 

actúan en la ruta metabólica de día largo, autónoma o mediada por giberelinas, 

respectivamente), para impedir la floración (Reeves and Coupland, 2001). Los procesos de 

domesticación en petunia (una especie ornamental) y tomate (una especie de cosecha) 

pueden haber llevado a una reducción del número de genes necesarios para la floración a 

través de una eliminación de genes redundantes para este carácter. Alternativamente, las 

interacciones génicas que controlan la transición a la floración pueden diferir entre 

especies diferentes, aunque las funciones de genes individuales puedan ser similares. 

Los mutantes de floración tardía uniflora (uf) y compound inflorescence (s) exhiben 

mayor retraso de floración en condiciones medioambientales de invierno (baja irradiación 

y escasa disponibilidad de asimilados en el meristemo apical). Esto implica que la 

transición a la floración está también regulada por una ruta dependiente de condiciones 

medioambientales (Dielen et al, 1998; Quinet et al, 2006b). Al igual que ocurre en fa + sft, 

el doble mutante sft + uf no es capaz de florecer, lo que sugiere que UF y SFT promueven 

la floración a través de una ruta reguladora paralela (Lifschitz and Eshed, 2006). Aunque 

aún no se conocen completamente las interacciones genéticas entre UF y FA, la mutación 

uf tiene efectos epistáticos sobre otras muchas mutaciones que afectan a la floración 

(Quinet et al, 2006a), indicando que UF es un regulador clave de la floración en tomate.  

La mutación del gen SP produce un acortamiento progresivo de la transición floral en 

los segmentos simpodiales, pero no tiene consecuencias sobre el tiempo de floración en el 

segmento inicial (Pnueli et al, 1998). No obstante, el alelo sp es capaz de rescatar el 

fenotipo de floración en los dobles mutantes de ausencia de floración sft + fa y sft + uf 

(Lifschitz and Eshed, 2006), lo que indica que SP tiene que desempeñar un papel 
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importante en la inducción de la floración. Adicionalmente, la mutación fa produce el 

efecto inverso a la mutación sp, es decir, ocasiona un incremento de los nudos vegetativos 

en el primer segmento simpodial. Este hecho, unido a su patrón de expresión, prueban su 

implicación en el desarrollo simpodial de tomate. Aunque la función de SP parece ser 

antagonista con la de FA, la transición del desarrollo vegetativo a reproductivo depende de 

un balance entre los niveles de transcripción de SP y FA (Molinero-Rosales et al, 1999). 

Asimismo, para que se produzca el proceso de transición floral en el segmento inicial y en 

los segmentos simpodiales tiene que existir un equilibrio entre las actividades de SFT y SP 

(Lifschitz and Eshed, 2006). Por tanto, es bastante probable que existan diferentes 

escenarios del desarrollo como consecuencia de las interacciones genéticas entre los genes 

de floración en el segmento inicial y los segmentos simpodiales (Lozano et al, 2008). 

Por otro lado, JOINTLESS (J) y BLIND (BL) promueven floración autónoma en 

tomate, aunque las alteraciones más evidentes en los mutantes j y bl afectan al desarrollo 

de la inflorescencia. La caracterización molecular de estos genes y sus interacciones con 

genes de identidad del meristemo corroboran este papel funcional (Mao et al, 2000; 

Schmitz et al, 2002; Szymkowiak and Irish, 2006). 

Aunque la floración en tomate es autónoma, ciertas señales medioambientales 

pueden modificar esta característica del desarrollo. Por ejemplo, las bajas temperaturas 

(10-15ºC) reducen el número de nudos hasta la primera inflorescencia. Asimismo, se ha 

observado que en condiciones de día corto se produce una reducción en el tiempo de 

floración (Samach and Lotan, 2007). Además, se ha observado un adelanto de la floración 

en condiciones de elevada irradiación, un efecto que se ha relacionado con una mayor 

capacidad para el desarrollo foliar y un incremento de la disponibilidad de asimilados en el 

meristemo (Kinet and Peet, 1997; Dielen et al, 2004). La luz es percibida por las plantas a 

través de los fotorreceptores, PHYTOCHROME (PHY) y CRYPTOCHROME (CRY). 

Giliberto et al (2005) comprobaron que tanto la sobreexpresión como el silenciamiento del 

gen de tomate CRY2 incrementan el número de días hasta que se desarrolla la primera flor 

en antesis, sin que se vea alterado el tiempo de floración. Jímenez-Gómez et al (2007), 

mediante una aproximación basada en el análisis de QTLs, comprobaron que el gen 

PHY2B, así como FALSIFLORA, co-localizan con un QTL con efectos mayores que es 

responsable de la transición floral en esta especie.  

La floración autónoma en tomate está también modulada por giberelinas, aunque el 

papel que desempeñan durante la transición floral no se ha estudiado en profundidad. Las 
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giberelinas (GAs) promueven floración en tomate ya que los mutantes deficientes en GAs 

requieren giberelinas exógenas para florecer (Koornneef et al, 1990). Se ha comprobado 

que en plantas con elevadas concentraciones de GAs se desarrollan más hojas hasta la 

floración (Kinet and Peet, 1997). Además, experimentos realizados in vitro han 

demostrado que el efecto estimulador de las citoquininas sobre la iniciación floral puede 

ser inhibido por giberelinas. Probablemente, las hormonas vegetales modulan la floración 

en tomate a través de interacciones génicas que se producen en diferentes rutas 

reguladoras. El problema es que se conoce poco sobre la naturaleza de tales interacciones. 

Muchos de los mutantes con alteraciones en el tiempo de floración tienen un fenotipo 

de floración tardía. De los 41 mutantes de tomate identificados en un cribado in silico, sólo 

cuatro exhibieron un fenotipo de floración temprana (Menda et al, 2004). Esas 

observaciones, junto con la influencia de las señales medioambientales en el tiempo de 

floración, sugieren que la selección de las combinaciones génicas favorables para floración 

ha desempeñado un papel crucial a lo largo del proceso de domesticación del tomate, 

conduciendo a floración temprana y asegurando producción de fruto bajo condiciones 

desfavorables (Lozano et al, 2008). 

2.3. Desarrollo reproductivo 

Las inflorescencias de tomate han sido descritas clásicamente como una cima, 

aunque las evidencias disponibles permiten que se puedan considerar como racimos 

(Quinet and Kinet, 2007). La iniciación del desarrollo reproductivo vincula la conversión 

del meristemo apical en meristemo de inflorescencia, a partir del cual se desarrolla 

lateralmente el meristemo floral dando lugar a la primera flor. Los sucesivos meristemos 

florales se desarrollan por debajo del primero, alrededor de un eje principal. El proceso 

culmina con la producción de una flor terminal. Típicamente, la inflorescencia determinada 

está compuesta por 5-10 flores (Allen and Susseex, 1996). 

2.3.1. Inflorescencia e iniciación de la floración  

Los genes BL y UF afectan la actividad del meristemo de inflorescencia. En este 

sentido, el desarrollo de la inflorescencia concluye con el desarrollo de un número 

reducido de flores en el mutante bl o con una simple flor en el mutante uf (Rick and Butler, 

1956; Fehleisen, 1967; Dielen et al, 1998; Schmitz et al, 2002). La insólita estructura 

reproductiva del mutante uf (Figura 2) resulta de su incapacidad para desarrollar 

inflorescencias, y no por el aborto de yemas florales (Dielen et al, 2004). Además, los 
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mutantes dobles uf + sft, uf + bl y uf + j desarrollan una flor simple normal (Quinet et al, 

2006a; Quinet and Kinet, 2007), lo que demuestra una interacción epistática de UF con 

SFT, BL y J.  

Los fenotipo de los mutantes jointless (j) y macrocalyx (mc) exhiben una reversión 

del meristemo de inflorescencia a vegetativo (figura 2), lo que indica que para el 

mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia se requieren los genes J y 

MC (Rick and Sawant, 1955; Rick and Butler, 1956; Vrebalov et al, 2002; Szymkowiak 

and Irish, 2006). La identidad del meristemo de inflorescencia también se pierde en el 

mutante sft después del desarrollo de una o dos flores (figura 2). Después revierte a un 

estado vegetativo y la posición de la siguiente flor la ocupa un brote de naturaleza 

simpodial. SFT previene el cambio de identidad del meristemo de inflorescencia una vez 

que la floración se ha iniciado (Molinero-Rosales et al, 2004). 

En resumen, los genes BL, J, SFT, MC y UF desempeñan papeles importantes en el 

mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia y se requieren para otros 

procesos relacionados con la floración, como por ejemplo la transición a la floración (BL, 

SFT y UF), el crecimiento simpodial (J y SFT) y el desarrollo de los órganos florales 

(MC).  

Después del desarrollo floral, la identidad floral en el meristemo de inflorescencia 

viene determinada por el gen FALSIFLORA (Molinero-Rosales et al, 1999). El alelo fa 

promueve la sustitución de flores por brotes vegetativos secundarios (figura 2), tal y como 

ocurre en los mutantes lfy de Arabidopsis y flo de Antirrhinum. El análisis detallado de las 

inflorescencias de fa ha determinado que son los meristemos que derivan del meristemo de 

inflorescencia los que no son capaces de adquirir identidad floral (Allen and Sussex, 1996). 

FA es un ortólogo del gen LFY de Arabidopsis, y los análisis efectuados han confirmado a 

este gen como el principal responsable de la transición de meristemo de inflorescencia a 

meristemo floral en la especie modelo (Weigel et al, 1992; Blázquez and Weigel, 2000). 

La alta similitud de secuencias entre FA y LFY ha hecho que se convierta en un plausible 

candidato para análisis sobre los mecanismos que determinan la identidad del meristemo 

floral en tomate.  

Mutaciones de los genes ANANTHA (AN) y COMPOUND INFLORESCENCE (S) 

también modifican la identidad de los meristemos florales dando lugar a inflorescencias 

compuestas muy ramificadas (Rick and Butler, 1956; Allen and Sussex, 1996), indicando 



Introducción 
 

 17

errores en el desarrollo de los meristemos que emergen del meristemo de inflorescencia 

para especificar identidad floral. El análisis de dobles mutantes ha mostrado que FA actúa 

corriente arriba de AN, confirmando la función que desempeña el gen FA en la 

especificación de la identidad floral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la arquitectura vegetativa y las estructuras reproductivas del 
tomate silvestre y algunos mutantes alterados en el proceso de transición floral y en el desarrollo de la 
inflorescencia (modificado a partir de Lozano et al, 2008) 

El fenotipo del mutante fa se consigue también a través de la sobreexpresión del gen 

SP en los contextos genéticos del tomate silvestre y del mutante sp. Asimismo, la 

sobreexpresión de SP en el mutante an es capaz de modificar su naturaleza reproductiva y 

como consecuencia se desarrollan brotes vegetativos. Estos resultados indican que no se 

puede descartar una contribución del gen SP sobre el control de la identidad del meristemo 

floral. Además, los dominios de expresión de SP coinciden con los de FA, siendo este, al 

igual que AN, epistático a SP (Pnueli et al, 1998; Molinero-Rosales et al, 1999). Por 
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consiguiente, la regulación negativa que existe entre LFY y TFL1 en Arabidopsis no es 

probable que ocurra entre FA y SP en tomate. En tomate, lo más probable es que FA regule 

la identidad floral activando AN y reduciendo la actividad de SP en los meristemos 

reproductivos (Lozano et al, 2008). 
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2.3.2. Desarrollo de los órganos florales 

En el estado maduro, la flor simétrica y hermafrodita de tomate se compone de 

cuatro verticilos. El primer verticilo está compuesto por 5-6 sépalos, el segundo verticilo 

está compuesto por 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 análisis genéticos en Arabidopsis y Antirrhinum han permitido proponer un 

modelo con tres funciones génicas (A, B y C), cada una de las cuales está codificada por 

un número reducido de genes que actúa en solitario o a través de interacciones para 

determinar identidad de órgano floral en los cuatro verticilos. El denominado modelo ABC 

(Coen and 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. Muchos de los genes ABC pertenecen a la familia MADS-box que 

codifica factores de transcripción. Las proteínas MADS se unen al DNA en forma de 

complejos multiméricos, controlando de esa forma el desarrollo de los órganos florales 

(Robles and Pelaz, 2005). 

La caracterización de mutaciones homeóticas y de plantas transgénicas de anulación 

de función o de sobreexpresión de genes homólogos del tipo ABC ha confirmado este 

modelo en tomate (tabla 7). MACROCALIX (MC) es un homólogo de AP1 de Arabidopsis, 

un gen de clase A (Vrebalov et al, 2002). La expresión de MC se detecta en sépalos y el 

silenciamiento de este gen en tomate provoca una conversión homeótica de sépalos a 

estructuras tipo hoja (Rick and Butler, 1956). Tanto el fenotipo mutante como el patrón de 

expresión de MC son muy similares a los de SQUAMOSA (SQUA), el ortólogo de AP1 en 

Antirrhinum. 

Se han identificado diversos mutantes de clase B en tomate que exhiben 

transformaciones parciales o completas en el segundo y tercer verticilo floral (Nash et al, 

1985; Sawhney, 1992). Entre ellos, stamenless (sl) y su mutante alélico corollaless (cs) 

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 es un gen de clase B homólogo a 

DEFICIENS (DEF) en Antirrhinum y APETALA3 (AP3) en Arabidopsis, ambos 

relacionados con el desarrollo de pétalos y estambres. Adicionalmente, entre los diversos 



Introducción 
 

 21

genes MADS-box de tomate (TOMATO MADS BOX, abreviado como TM o TDR), TM6 

también comparte homología con AP3 (Gómez et al, 1999). 

Hasta la fecha, no se han descrito mutantes que afecten a genes de clase C, es decir, 

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

clonado el gen AGAMOUS1 de tomate (TAG1), un ortólogo del gen AGAMOUS (AG) de 

Arabidopsis. El fenotipo de las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan o 

silencian el gen TAG1 corrobora el papel que desempeña este gen en la especificación de la 

identidad de los estambres y carpelos (Pnueli et al, 1994a). 

Recientemente, el descubrimiento de dos nuevas clases de genes ha obligado a 

extender el modelo ABC. Los genes de clase D, que controlan la identidad de los óvulos, 

se describieron por primera vez en petunia tras la caracterización molecular y funcional de 

los genes FLORAL BINDING PROTEIN7 (FBP7) y FBP11 (Angenent et al, 1995). El gen 

de clase D de Arabidopsis es SEEDSTICK (STK) que, al igual que FBP7 y FBP11, se 

expresa específicamente en óvulos (Pinyopich et al, 2003). Asimismo, se ha podido 

comprobar que los genes de clase A, B y C requieren una función adicional para que se 

produzca el adecuado desarrollo de los cuatro verticilos florales. Esa función la llevan a 

cabo los genes SEPALLATA (SEP) de clase E. Sobre la base de sus patrones de expresión y 

de sus fenotipos de anulación de función, TM5 (Pnueli et al, 1994b) y TM29 (Ampomah-

Dwamena et al, 2002) han sido descritos como dos genes de tomate tipo SEPALLATA. 

La actividad de genes de identidad de órgano floral parece depender de FA ya que los 

genes TM5, TM6 y TAG1 no se expresan en el mutante fa (Kato et al, 2005). Por tanto, FA 

desempeña un importante papel en el control de la identidad del meristemo floral, pero 

también promueve la inducción de genes de identidad de órgano floral.  

2.3.3. Desarrollo del óvulo y del carpelo 

Teniendo en cuenta la importancia de los carpelos como órganos sexuales de la flor, 

protegiendo los óvulos y permitiendo la formación de las semillas, se ha dedicado mucho 

esfuerzo para identificar genes y proteínas implicados en la regulación del desarrollo del 

carpelo. Como se ha mencionado anteriormente, en Arabidopsis, el gen AG determina la 

identidad del carpelo, aunque requiere de la actividad de genes SEPALLATA (Pelaz et al, 

2000). No obstante, se ha demostrado que se pueden desarrollar órganos carpeloideos en 

ausencia de actividad de AG, lo que indica que deben de existir rutas adicionales 

independientes de AG que pueden especificar el desarrollo del carpelo (Pinyopich et al, 
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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; Pinyopich 

et al, 2003; Favaro et al, 2003). Aunque no se han observado interacciones proteína-

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

las proteínas SEP median en la formación de un complejo proteico implicado en 

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

sobreexpresión y anulación de función de los genes MADS-box FBP7 y FBP11, dos 

ortólogos de STK en petunia, se han confirmado sus 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 el tomate, algunos homólogos de los genes mencionados en el párrafo anterior 

están implicados en el desarrollo de los óvulos y carpelos (tabla 7). 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 anulación 

de función de esos genes SEP da lugar a alteraciones homeóticas en los tres verticilos 

internos parecidas a las que se producen en plantas transgénicas de petunia cuando no se 

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. 

Como se ha comentado anteriormente, TAG1, el ortólogo de AG en tomate, se 

requiere para el adecuado desarrollo de los carpelos en el cuarto verticilo de las flores 

(Pnueli et al, 1994a). Conviene indicar que se han aislado otros genes MADS-box tipo AG 

que se expresan a lo largo del desarrollo del fruto de tomate (Busi et al, 2003). Las 

secuencias de nucleótidos de TAGL1 y TAGL11 comparten una elevada similitud con 

SHP1 (AGL1) y STK (AGL11) respectivamente. Además, los patrones de expresión de 

TAGL1 y TAGL11 son muy similares, y sus transcritos se detectan primordialmente en los 

integumentos interiores del óvulo y en las paredes del carpelo. Estos resultados sugieren 

funciones solapadas de los dos genes en la especificación de la identidad del óvulo y en el 

control del desarrollo del fruto, tal y como ocurre con sus homólogos SHP1 y STK en 

Arabidopsis. Experimentos llevados a cabo en levadura han revelado la formación de 

dímeros entre TM29 y TAG1, TAGL1 y TAGL11. Todos estos datos parecen indicar que las 

proteínas codificadas por TM29, TAG1, TAGL1 y TAGL11 desempeñan un papel 
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importante en la regulación de la expresión génica durante los primeros estadios del 

desarrollo del fruto, funcionando juntos como complejos transcripcionales (Busi et al, 

2003). A pesar de que se trata de diferentes tipos de frutos (silicuas en Arabidopsis, bayas 

en tomate), los genes mencionados anteriormente comparten en ambas especies similitudes 

en estructura y función, así como patrones de expresión e interacciones comparables, lo 

que parece indicar que las rutas moleculares relacionadas con el desarrollo del fruto están 

muy conservadas (Lozano et al, 2008). 

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. 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 la actividad de WUS (Lohmann et al, 2001). En petunia, 

la formación de complejos multiméricos entre factores de transcripción MADS-box de las 

clases C, D y E podría ser la responsable de la represión de TERMINATOR, el gen 

homologo a WUS en esta especie (Ferrario et al, 2006). Por lo que respecta a tomate, la 

anulación de función de TAG1 promueve 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). 

Recientemente, mediante aproximaciones de mapeo y análisis de genes candidatos 

del gen FASCIATED (F) se han obtenido interesantes datos sobre la actividad del 

meristemo floral en tomate (Tanksley, 2004). En este sentido, F afecta el tamaño del 

meristemo floral y alteraciones de su nivel de expresión promueven desarrollo de frutos 

multiloculares de gran tamaño. En cualquier caso, son necesarios más estudios sobre las 

interacciones genéticas entre el homólogo de WU en tomate y genes de identidad de 

meristemo floral (e.g: FA y TAG1). Estas interacciones podrían proporcionar evidencias 

sobre la conservación de rutas genéticas que regulan la determinación de los meristemos 

florales en diferentes especies vegetales (Lozano et al, 2008). 



Introducción 
 

 24

 

 

 



Introducción 
 

 25

2.3.4. Desarrollo del fruto 

Tras la fertilización de los óvulos, los carpelos se transforman en un órgano complejo 

que da lugar a un fruto maduro. El desarrollo del fruto asegura la dispersión de las semillas 

y la posterior supervivencia de la planta. Dependiendo de los mecanismos que facilitan la 

dispersión de la semilla, los frutos pueden ser clasificados como secos o carnosos. En 

frutos secos, la semilla puede ser dispersada por diferentes agentes externos (e.g.: aire, 

lluvia o contacto físico). Para ello, es necesario que previamente se establezca un programa 

de senescencia que conduzca en última instancia a la dehiscencia del fruto. Sin embargo, 

los frutos carnosos, y más concretamente sus componentes comestibles, resultan atractivos 

para animales, utilizándolos como parte de su dieta. Esto facilita la dispersión de las 

semillas sin ningún otro tipo de requerimiento. Las plantas de tomate producen frutos rojos 

carnosos como resultado de un proceso de desarrollo que incluye tres fases (Gillaspy et al, 

1993). La primera fase comienza en el estadio de antesis y está relacionada con el 

desarrollo del ovario y la decisión de abortar o continuar con el desarrollo del fruto 

(cuajado). En la segunda fase, el crecimiento del fruto ocurre principalmente como 

consecuencia de divisiones celulares, siendo en esta fase donde comienzan a desarrollarse 

los embriones. Finalmente, en la tercera fase cesa la división celular y el fruto continúa 

creciendo a través de la expansión celular hasta que alcanza el tamaño final. Una vez que 

el fruto está completamente desarrollado y las semillas alcanzan la madurez, aumenta 

significativamente la respiración y la síntesis de etileno, lo que conduce a la maduración. 

Como consecuencia, se producen cambios bioquímicos y fisiológicos que afectan al color, 

textura, sabor, aroma y contenido nutricional. Posteriormente, tiene lugar un proceso de 

reblandecimiento debido a la degradación de paredes celulares en diferentes 

compartimentos del fruto (Giovannoni, 2004). Por otra parte, el marcado incremento de la 

respiración y la elevada producción de etileno, características que ocurren usualmente en 

combinación desde el comienzo de la maduración, son específicos de los frutos 

climatéricos como el del tomate.  

Teniendo en cuenta la importancia económica y nutricional de los frutos como 

componentes esenciales de las dietas de humanos y animales, se están realizando grandes 

esfuerzos para mejorar la producción y la calidad del fruto. Arabidopsis ha sido un 

excepcional modelo para el estudio de los factores genéticos, moleculares y hormonales 

que regulan el desarrollo y la dehiscencia de los frutos. Sin embargo, las contribuciones 

más que significativas en el campo de la regulación hormonal del crecimiento del ovario, 
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la fisiología de la maduración y el control genético del tamaño y la forma del fruto han 

convertido al tomate en el mejor sistema modelo para el estudio del desarrollo de frutos de 

tipo carnoso (Giovannoni, 2004; Tanksley, 2004; Gorguet et al, 2005).  

2.3.5. Control hormonal del desarrollo del fruto y partenocarpia 

Según Gillaspy et al (1993), la fertilización de los óvulos desencadena que un ovario 

se desarrolle en fruto porque la germinación del polen genera el estimulo para que 

comience el crecimiento. Desde un punto de vista hormonal, las auxinas y las giberelinas 

son algunos de los reguladores que controlan el cuajado de un fruto. Además, las auxinas y 

el etileno controlan los estadios tempranos del desarrollo del fruto induciendo la expresión 

de varias familias génicas (Balbi and Lomax, 2003). Sin embargo, el cuajado de un fruto 

puede ocurrir en ausencia de fertilización, un evento fisiológico al que se le denomina 

partenocarpia y que concluye con el desarrollo de frutos sin semillas (Lukyanenko, 1991).  

Los primeros estudios fisiológicos sugerían que la partenocarpia en tomate estaba 

relacionada con un desequilibrio en el control hormonal (ver Gorguet et al, 2005). El bajo 

nivel de citoquininas y giberelinas detectado en el mutante estéril de tomate stamenless-2 

sugiere que esas hormonas pueden alterar la fertilidad (Sawhney and Shukla, 1994). 

Siguiendo con esta línea de argumentación, cuando se altera de forma específica la ruta de 

señalización de citoquininas o giberelinas en anteras o polen de plantas transgénicas de 

maíz, tabaco y Arabidopsis se produce el aborto de estos órganos (Huang et al, 2003). 

Estos resultados parecen confirmar las implicaciones funcionales de las citoquininas y 

giberelinas en el desarrollo reproductivo de las plantas. Adicionalmente, se ha reportado 

que el ácido jasmónico y el etileno están implicados en la maduración del polen, 

dehiscencia de la antera y la antesis de la flor (ver referencias en Gorguet et al, 2005).  

Por otro lado, las giberelinas desempeñan un papel clave durante el cuajado y 

desarrollo del fruto de tomate. Según García-Martínez et al (1991), las giberelinas 

producidas por las semillas en desarrollo promueven el desarrollo normal del fruto. De 

acuerdo con esto, la aplicación de giberelinas exógenas podría reemplazar el efecto de las 

giberelinas producidas por las semillas, dando lugar al cuajado y desarrollo de frutos 

partenocárpicos. Las auxinas también están implicadas en el desarrollo de frutos 

partenocárpicos. De hecho, la actividad enzimática relacionada con la biosíntesis de 

giberelinas está regulada por auxinas, siendo éstas además necesarias para mantener un 

nivel adecuado de giberelinas activas (García-Martínez et al, 1997; Ross et al, 2000). 
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Evidencias recientes han mostrado que las etapas tempranas del desarrollo del fruto en 

tomate dependen de genes cuya expresión está mediada por auxinas y etileno. Por tanto, es 

probable que las giberelinas estén implicadas en etapas posteriores del desarrollo del fruto 

y de las semillas, mientras que el resto de las hormonas regulen los primeros estadios de 

este proceso (Lozano et al, 2008). 

Los mecanismos fisiológicos que desencadenan el desarrollo partenocárpico del fruto 

son hoy por hoy desconocidos. Sin embargo, la caracterización de mutantes 

partenocárpicos ha permitido entender mejor las bases moleculares y genéticas de este 

proceso (tabla 8). El mutante recesivo pat exhibe un desarrollo anormal de las flores y se 

caracteriza por un prematuro crecimiento del ovario, un número reducido de óvulos viables 

y un incremento del número de capas celulares en el pericarpio (Soressi and Salamini, 

1975; Mazzucato et al, 1998). La mutación recesiva pat-2 también induce partenocarpia 

(Philouze and Maisonneuve, 1978; Nuez et al, 1986), y tiene efectos pleiotrópicos sobre 

otros caracteres (e.g.: reducción del vigor de la planta, de la fructificación y de la 

producción) dependiendo del acervo genético. La tercera fuente genética de partenocarpia 

es de naturaleza multigénica y en ella participan los genes pat-3 y pat-4 como los más 

determinantes principales de este carácter (Nuez et al, 1986). 

Se ha sugerido que la mutación pat podría estar relacionada con un gen que 

desempeña funciones homeóticas atendiendo a las similitudes que comparte el fenotipo del 

mutante con los observados en las plantas que exhiben menor nivel de expresión de los 

genes MADS-box TM5 y TM29 (Mazzucato et al, 1998). No obstante, aún no está claro si 

la partenocarpia está directamente regulada por proteínas TM o se debe a cambios de tipo 

hormonal relacionados con el desarrollo anormal de los órganos reproductivos. Lozano et 

al (1998) comprobaron que niveles permanentes de expresión del gen TM4 (TDR4), un gen 

de tomate homólogo a FUL, incrementan notablemente el crecimiento de frutos 

partenocárpicos bajo condiciones de bajas temperaturas. De forma similar, en flores 

tratadas con GAs, (que suelen dar lugar a frutos partenocárpicos) se observa un 

considerable incremento del nivel de transcritos de Le-DEF, un gen MADS-box de clase B 

de tomate requerido para el desarrollo de pétalos y estambres. Estos resultados sugieren 

que los cambios en los niveles de expresión de genes MADS-box mediados por las 

giberelinas podrían ser el origen de la partenocarpia en tomate, ya sea regulando el 

desarrollo de los órganos reproductivos (estambres o carpelos) o a través de cambios en la 

señalización o biosíntesis de las GAs. Adicionalmente, las interacciones con PAT pueden 
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regular el desarrollo sincrónico del polen y del ovario y, por tanto, la formación del fruto. 

Beraldi et al (2004) han cartografiado recientemente el gen PAT, lo que podría conducir no 

sólo a su clonación sino también al análisis más detallado de las interacciones genéticas 

que regulan el desarrollo de los frutos partenocárpicos.  

El incremento de los niveles biosintéticos de GAs observado en pat2 y pat3/pat4 

podría ser el responsable del desarrollo de frutos de tipo partenocárpico de estos mutantes 

(Fos et al, 2000; Fos et al, 2001). Se ha comprobado que el alelo mutante lateral supressor 

inhibe el desarrollo de frutos partenocárpicos en pat-2 (Philouze, 1983), de lo que se 

deduce que este proceso en el mutante pat2 requiere de la actividad del gen LATERAL 

SUPRESSOR. El resultado concuerda con la función propuesta para LS como regulador de 

la sensibilidad a GAs (Schumacher et al, 1999). Por tanto, los mecanismos que explican el 

desarrollo partenocárpico en pat2 y pat3/pat4 podrían estar relacionados con cambios en la 

regulación de las GAs. 

Considerados globalmente, estos resultados indican que la partenocarpia es un 

proceso del desarrollo complejo que está regulado por factores genéticos, ambientales y 

hormonales. Su interés científico y genético podría promover esfuerzos adicionales con el 

fin de elucidar las bases genéticas y moleculares de los mecanismos que desencadenan el 

desarrollo de un fruto partenocárpico.  

2.3.6. Regulación genética de la maduración del fruto 

La maduración en tomate se produce cuando el desarrollo del ovario ha finalizado y 

las semillas son maduras. Estudios fisiológicos han determinado que el proceso de 

maduración se caracteriza por una elevada respiración y por la síntesis autocatalítica de 

etileno (Lelievre et al, 1997). 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. Teniendo en cuenta la importancia del etileno en 

este proceso, muchos de los trabajos de investigación en este campo se han realizado con 

genes implicados en la regulación dependiente de etileno, principalmente los relacionados 

con la biosíntesis, percepción y señalización de esta hormona (figuras 3 y 4).  



Introducción 
 

 29

Por lo que respecta a la biosíntesis, el etileno se sintetiza a partir de S-

adenosilmetionina (SAM). La etapa limitante de la ruta es la síntesis de ácido-1-

aminociclopropano-carboxílico (ACC), catalizado por la ACC sintasa. La última etapa de 

la vía la cataliza una oxidasa (ACC oxidasa) que requiere oxígeno como sustrato. Las 

primeras estrategias para tratar de retrasar la maduración de los frutos han estado 

relacionadas con la alteración de genes implicados en esta ruta (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Síntesis y alteración de los niveles de etileno a partir del SAM (revisado por 
Stearns and Glick, 2003). En verde, enzimas que degradan los precursores de la síntesis 
de etileno. El enzima SAM descarboxilasa convierte el SAM en SAM descarboxilado 
que puede ser usado para la síntesis de poliaminas (Kumar et al, 1996). El enzima SAM 
hidrolasa convierte el SAM en 5’ metil-tioadenosina (MTA) y homoserina (Good et al, 
1994). El enzima ACC deaminasa, descubierto en microorganismos del suelo (Honma 
and Shimomura, 1978), convierte el ACC en amonio (NH3) y -ketobutirato. Mayores 
niveles de expresión de estos enzimas reducen la disponibilidad de precursores para la 
síntesis de etileno. En rojo, se representan las estrategias para reducir los niveles de 
etileno sobre la base de la anulación de función de los dos enzimas de la ruta de 
biosíntesis de esta hormona. Todas estas estrategias han sido muy útiles para modificar 
la producción de etileno en plantas transgénicas.  

Por otro lado, ya se ha identificado la mayor parte de los componentes de la ruta de 

percepción y señalización del etileno en tomate (figura 4) sobre la base de los estudios 

previos llevados a cabo en Arabidopsis. 
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Figura 4. Percepción del etileno y transducción de señales en tomate (revisado por Cara 
and Giovannoni, 2008). El etileno se une a la familia de receptores (representado en la 
gráfica como LeETR1, LeETR2, NR, LeETR4, LeETR5 y LeETR6) mediante un cofactor 
de cobre. Los iones de cobre son suministrados a los receptores a través de un 
transportador de cobre (RAN1 – Hirayama et al, 1999). Las proteínas CTR1 de tomate 
(LeCTR1, LeCTR3 y LeCTR4) son reguladores negativos de la ruta. Tras la inactivación 
de las proteínas CTR1, se activa una cascada MAPK que activa la señalización por etileno 
a través de LeEIN2 y proteínas tipo EIN3 (LeEIL1-LeEIL4). Los factores de transcripción 
LeEIL activan un segundo grupo de factores de transcripción (representado por LeERF1-
LeERF4) que activan los genes diana de respuesta a etileno. 
ETR: Ethylene receptor; CTR: Constitutive triple response; EIN: Ethylene insensitive; EIL: EIN3-
like; ERF: Ethylene response factor. 

En esta especie, el etileno es percibido por una familia de seis receptores de etileno. 

Uno de esos receptores se identificó a partir del mutante Never-ripe (Nr) de tomate. Se ha 

podido comprobar que el gen NR (Le-ETR3) codifica una proteína homóloga al receptor de 

etileno de Arabidopsis ETR1 (Wilkinson et al, 1995; Hackett et al, 2000). Asimismo, se ha 

observado que la transformación genética de tomate con la versión mutada del gen ETR1 

(etr1-1) de Arabidopsis da lugar a plantas que exhiben un retraso de la maduración de los 
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frutos (Wilkinson et al, 1997). El resto de los receptores en tomate se han clonado por 

homología de secuencias con los genes ETR1 y ETR2 de A. thaliana y NR de tomate 

(Lashbrook et al, 1998; Tieman and Klee, 1999; Klee and Tieman, 2002). Corriente abajo 

de los receptores de etileno se encuentra una familia de reguladores negativos (proteínas 

kinasas) de la respuesta a etileno codificada por los genes CTR. A diferencia de lo que 

ocurre en Arabidopsis, con sólo un gen CTR (CTR1), en tomate se han identificado tres 

genes CTR: LeCTR1, LeCTR3 y LeCTR4 (Leclercq et al, 2002; Adams-Phillips et al, 

2004). Corriente abajo, se encuentra la cascada de señalización del etileno iniciada por 

LeEIN2. En Arabidopsis, la pérdida de función de EIN2 da lugar a insensibilidad a etileno, 

indicando la importancia de este gen en la ruta de señalización del etileno (Chen and 

Bleecker, 1995). En este sentido, Zhu et al (2006) demostraron que la anulación de función 

de LeEIN2 da lugar a ausencia de maduración en tomate. 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). Actuando corriente debajo de los anteriores se 

encuentra la familia ERF (factores de respuesta a etileno). 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 and 

Giovannoni, 2008). 

Por otro lado, existe una serie de genes que actúan corriente arriba o en paralelo a la 

ruta regulada por etileno y que intervienen de forma dramática en el proceso de 

maduración del fruto de tomate. Entre ellos, el gen TDR4 está relacionado con el desarrollo 

del fruto de tomate (Seymour et al, 2002; Busi et al, 2003) y codifica un factor de 

transcripción tipo SQUAMOSA. TDR4 se expresa en el meristemo floral a lo largo de sus 

primeros estadios de desarrollo, mientras que en estadios posteriores a la antesis se 

acumula principalmente en óvulos y paredes del carpelo. Tras la fructificación y a lo largo 

de la fase de división celular, la expresión de TDR4 se observa en diferentes tejidos del 

ovario. Aunque el nivel de expresión parece ser menor durante el desarrollo del fruto, 

cuando se inicia la maduración se detectan niveles elevados del mensajero de este gen. 

Teniendo en cuenta los patrones de expresión y sobre la base de la homología de 

secuencias, Seymour et al (2002) propusieron que TDR4 podría ser el ortólogo de 

FRUITFULL (FUL) de Arabidopsis. Sin embargo, la formación de dímeros TDR4-TM29 y 

TDR4-TAG1 que describió Busi et al (2003) apoya la hipótesis que sugiere que este gen 

participa como un factor de unión entre el desarrollo de la flor y el fruto. De hecho, los 
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genes MADS-box de tomate implicados en el desarrollo del fruto se expresan también en 

diferentes estadios del desarrollo de la flor, lo que sugiere que el desarrollo del fruto y las 

semillas pueden ser considerados como una continuación del programa del desarrollo 

floral. TM29, TAGL1 y TAGL11 se inducen inmediatamente después de la antesis en el 

ovario (Busi et al, 2003). Esto los convierte en candidatos a participar en las rutas de 

señalización que desencadenan el desarrollo del fruto (figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulación genética de la maduración en tomate. Los factores de transcripción 
codificados por RIN y CNR están implicados en el control de la maduración mediado por 
etileno, pero también participan en una ruta independiente de etileno. Presumiblemente, el 
gen TDR4 también está implicado en este mecanismo de control de la maduración. Aún 
quedan por descubrir otros reguladores y genes diana. Los receptores de etileno implicados 
en la transducción de señal promueven una cascada de activación génica que permite la 
maduración de los frutos de tomate (modificado a partir Lozano et al, 2008) 

Conviene indicar no obstante que existen otras similitudes entre FUL y TDR4 que 

deben ser aún analizadas, particularmente la existencia de interacciones genéticas de TDR4 

con genes MADS-box implicados en la maduración del fruto, interacciones que son 

parecidas a las que ocurren entre FUL y genes SHP (Lozano et al, 2008). 
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Algunas de las evidencias de un control transcripcional del desarrollo del fruto 

proceden de la caracterización de mutantes alterados en el proceso de maduración 

(revisado por Giovannoni, 2004 y 2007). Entre ellos, los mutantes ripening-inhibitor (rin), 

non-ripening (nor) y Colorless non-ripening (Cnr) desarrollan frutos incapaces de madurar 

(tabla 8) incluso después de un tratamiento con etileno. Además, estos mutantes comparten 

una serie de características, como la ausencia de producción de etileno y el incremento de 

respiración climatérica (Vrebalov et al, 2002; Giovannoni et al, 2004; Manning et al, 

2006). Estos resultados indican 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 

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 (figura 5). RIN es un gen MADS-box de tipo SEP cuyo alelo mutante recesivo está 

causado por una deleción parcial que da lugar a un transcrito quimérico (Vrebalov et al, 

2002). La mutación Cnr promueve una alteración dominante epigenética (epimutación) en 

el promotor de un gen SBP-box (Manning et al, 2006), mientras que el gen NOR codifica 

un factor de transcripción de tipo NAC (Giovannoni et al, 2004). 

Las interacciones genéticas entre los reguladores de la maduración y otros genes 

relacionados con el desarrollo del fruto están siendo elucidados, aunque las relaciones 

jerárquicas entre las proteínas codificadas por estos genes son desconocidas. El nivel de 

transcrito de TDR4 aumenta en los frutos de tomate cuando empiezan a madurar (Seymour 

et al, 2002; Eriksson et al, 2004). En los mutantes rin, nor y Cnr se produce una reducción 

del nivel de expresión de TDR4. La pérdida de función de TDR4 produce un pequeño 

incremento de la firmeza de la pared celular en los frutos, lo que concuerda con el papel 

que desempeña TDR4 en la regulación de la estructura de la pared celular (Eriksson et al, 

2004). Además, se ha podido comprobar que la inactivación de TDR4 mediante la 

estrategia de RNAi genera frutos incapaces de madurar (Angosto et al, datos no 

publicados). Por ello, se ha propuesto que el gen TDR4 podría ser uno de los candidatos 

para regular el proceso de maduración junto con RIN, NOR y CNR (Eriksson et al, 2004). 

La formación de dímeros entre TDR4 y otras proteínas MADS-box (TM29 y TAG1) 

detectados mediante análisis de doble híbrido en levadura podrían ser extendidos a RIN, 

como un mecanismo hipotético de control de la maduración similar al que opera para la 

especificación de la identidad de los órganos florales (Giovannoni, 2004). En este sentido, 
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se ha propuesto una interacción entre las proteínas CNR y TDR4 (Manning et al, 2006) 

sobre la base de la habilidad que tienen los productos génicos SBP-box para interactuar 

con las secuencias del promotor SQUAMOSA. La expresión de RIN y NOR no se ve 

afectada en los frutos del mutante Cnr, lo que sugiere que están actuando en una ruta 

separada de CNR o corriente arriba en la cascada de maduración (Eriksson et al, 2004; 

Giovannoni, 2007).  
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2.4. Consideraciones en torno a la genética del desarrollo en tomate 

En las últimas dos décadas se han conseguido notables avances en el campo de la 

genética del desarrollo del tomate. La clonación y análisis funcional de genes de tomate 

homólogos a los de otras especies modelo (e.g.: Arabidopsis, Anthirrinum, Petunia) ha 

revelado que muchos procesos del desarrollo están controlados por genes y proteínas 

altamente conservados entre especies. Sin embargo, las características específicas del 

tomate parecen requerir nuevas funciones génicas. En este sentido, muchos de los procesos 

relacionados con el desarrollo aún son desconocidos en esta especie. Caracteres como la 

arquitectura de planta, precocidad, androesterilidad, partenocarpia o la maduración y 

conservación post-cosecha del fruto, tienen una gran importancia agronómica y dependen 

del establecimiento de patrones de desarrollo adecuados que, a su vez, están finamente 

regulados por distintos genes capaces de responder a señales endógenas y otras de 

naturaleza ambiental. Por esta razón, la identificación y caracterización funcional de 

nuevos genes implicados en los procesos del desarrollo suscita un enorme interés, tanto 

desde un punto de vista científico como aplicado, ya que se podrían establecer las bases 

para la mejora específica de caracteres de relevancia comercial en esta especie.  

Desde un punto de vista metodológico, la identificación de nuevos genes se puede 

abordar por diferentes vías, entre las cuales el análisis genético y molecular de mutantes 

constituye una de las más exitosas. En el caso del tomate, la colección del ‘Tomato Genetic 

Resource Center’ (TGRC, Univ. California, Davis: http://tgrc.ucdavis.edu) incluye 1023 

mutantes espontáneos y variantes naturales correspondientes a 625 loci. El empleo de estos 

mutantes ha posibilitado el aislamiento de genes como LS y FA, entre otros. 

Recientemente, se han generado poblaciones de mutantes inducidos a través de neutrones 

rápidos (Verkerk, 1971; Emmanuel and Levy, 2002; Menda et al, 2004), EMS (Menda et 

al, 2004; Watanabe et al, 2007) y radiación gamma (Matsukura et al, 2007). No obstante, 

teniendo en cuenta la escasez de información genética disponible y el nivel incipiente de la 

genómica funcional en esta especie, clonar los genes en las colecciones antes descritas 

resulta técnicamente complicado, debiéndose recurrir a estrategias de mapeo posicional y/o 

genes candidatos. Alternativamente, la mutagénesis insercional representa una de las 

alternativas más prometedoras para la identificación y caracterización funcional de los 

genes que regulan dichos procesos (Emmanuel and Levy, 2002), tal y como está 

ocurriendo en Arabidopsis (Alonso and Ecker, 2006), arroz (Jung et al, 2008) o maíz 

(Candela and Hake, 2008). 
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3. LA MUTAGÉNESIS INSERCIONAL COMO HERRAMIENTA DE GENÓMICA 

FUNCIONAL 

La mutagénesis insercional es una herramienta biotecnológica en la que se asocian el 

análisis genético tradicional y las técnicas modernas de genética molecular con el objetivo 

de identificar, clonar y caracterizar funcionalmente el gen mutado. Esta estrategia se basa 

en el hecho de que un inserto transgénico (transposón o T-DNA) se puede utilizar como 

‘agente mutagénico’ para la obtención de líneas de pérdida o alteración de función en 

plantas. En efecto, la integración del inserto en la vecindad de un gen endógeno o la 

disrupción del mismo pueden ocasionar la alteración o anulación de su función (figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto mutagénico provocado por la integración del T-DNA en un gen endógeno. A) La 
integración en la secuencia de regulación puede alterar la expresión nativa del gen. Puede ocurrir que alguna 
de las secuencias de regulación del T-DNA controle la expresión del gen endógeno. Si es así, se pueden 
generar mutantes de inserción con efectos de tipo dominante, semidominante o aditivo. Si no es así, se 
podrían generar mutantes de naturaleza recesiva como consecuencia de la inactivación de la secuencia de 
regulación del gen endógeno. B) La integración del T-DNA en la secuencia estructural del gen provoca la 
disrupción del mismo. En este caso, lo más normal es que se generen mutantes de anulación de función o 
mutantes ‘knockout’ que típicamente suelen ser recesivos. 
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Un punto crucial en la estrategia de la mutación insercional es el grado de saturación, 

es decir, la necesidad de obtener un elevado número de líneas para que haya una cierta 

probabilidad de que al menos haya una inserción en cada gen. Según Bouchez y Hofte 

(1998), en A. thaliana harían falta unos 120.000 insertos independientes para obtener un 

nivel de saturación del 95% (probabilidad de que cualquier gen estuviese afectado al 

menos una vez). En todo caso, cuando esta estrategia se aplica en una especie de interés 

agronómico, no se trata de etiquetar todos y cada uno de los genes del genoma, sino de 

llegar a identificar algunos de los genes que controlan los caracteres de interés agronómico.  

3.1. Mutagénesis con transposones 

Los transposones son elementos genéticos móviles que pueden moverse de un sitio a 

otro a través del genoma. La utilización de transposones tiene la enorme ventaja de que se 

pueden generar otras líneas a partir de las existentes por removilización del elemento 

insertado a un lugar diferente con respecto a la localización que ocupaba el inserto original. 

El cambio de posición del elemento transponible puede provocar la disrupción de un 

determinado gen, generando un fenotipo mutante de pérdida de función. De igual manera, 

si el elemento transponible estaba provocando la disrupción de un determinado gen, al 

cambiar de posición se puede recuperar la función del mismo. 

Mediante el uso de los elementos móviles Ac/Ds se han podido aislar genes en 

petunia, tabaco, Arabidopsis, tomate y lino (Sundaresan, 1996). En uno de los primeros 

ensayos se puso de manifiesto la actividad del sistema Ac a través de sucesivas 

generaciones en plantas transgénicas de tabaco (Hehl y Baker, 1990). Más tarde, se 

pudieron observar resultados similares en petunia (Robbins et al., 1994). En un trabajo más 

reciente, se utilizó el sistema heterólogo Ac dotado de una transposasa para generar 

mutaciones insercionales en arroz (Enoki et al., 1999). También resulta interesante la 

explotación de los elementos Mu del maíz, que se caracterizan por la excepcional 

frecuencia de inducción de mutaciones germinales así como por la diversa naturaleza de 

los mutantes aislados. Son particularmente interesantes los efectos de los elementos Mu-1 

que muestran una capacidad de inserción preferencial en regiones ricas en citosina no 

metilada, que coincide con la presencia de secuencias únicas, de bajo número de copias y 

sobre todo codificantes (Bennetzen et al., 1993). Por esta razón, este sistema se ha 

convertido en uno de los preferidos para la obtención de mutantes insercionales de maíz 

(Cresse et al., 1995).  
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En tomate, los experimentos de mutagénesis insercional con transposones se han 

llevado a cabo principalmente con el sistema Ac/Ds, tras demostrarse que en esta especie 

esos elementos transponibles eran perfectamente activos (Yoder et al, 1988; Yoder, 1990; 

Osborne et al, 1991; Rommens et al, 1992; Carroll et al, 1995). El primer gen clonado 

mediante esta estrategia fue Cf-9 (Jones et al, 1994), relacionado con la resistencia a 

diferentes razas de Cladosporium fulvum. Posteriormente, se han clonado los genes Dwarf, 

que codifica para un citocromo P450 (Bishop et al, 1996), DCL (DEFECTIVE 

CHLOROPLASTS AND LEAVES), que controla el desarrollo de los cloroplastos (Keddie et 

al, 1996), FEEBLY, relacionado con metabolismo y desarrollo (van der Biezen et al, 1996), 

DEM (DEFECTIVE EMBRYO AND MERISTEMS), requerido para la organización del 

tejido apical durante el desarrollo de los embriones así como para el correcto patrón de 

divisiones celulares y mantenimiento del meristemo en la raíz (Keddie et al, 1998), y Cf-4, 

relacionado con la resistencia a Cladosporium fulvum (Takken et al, 1998). 

Meissner et al (2000) reportaron la obtención y el análisis de una colección de 2932 

familias de tomate (Microtom) con el sistema Ac/Ds. En este trabajo, los autores 

describieron la identificación de 10 mutantes que exhibían un patrón de segregación 3:1, 

indicando que la mutación estaba ocasionada por un simple alelo recesivo. No obstante, 

Meissner et al (2000) señalaron que sólo en uno de los mutantes se producía co-

segregación entre elemento Ds y el fenotipo mutante. Los autores discuten que el bajo 

número de mutantes insercionales identificados (1 a partir de 2932 familias) podría deberse 

a la elevada actividad del elemento Ds, con frecuencias de escisión del 60%. A partir de 

esta colección, recientemente se clonó el gen TAP3 (homólogo del gen de Arabidopsis 

AP3), un factor de transcripción de la familia MADS-box requerido para la especificación 

de la identidad de pétalos y estambres.  

Por otro lado, Gidoni et al (2003) han generado una colección de 405 líneas 

transgénicas de tomate con la construcción multifuncional pJasm13, que contiene un T-

DNA y el elemento transponible Ds (modificado). A partir de esta colección se ha clonado 

el gen Tm-22, que confiere resistencia al virus del mosaico del tomate (Lanfermeijer et al, 

2003). 

Un aspecto negativo en relación con el uso de ciertos transposones (e.g.: elemento 

Ac) es la tendencia a transponerse preferentemente en posiciones del mismo cromosoma. 

Este hecho se ha observado en maíz (Greenblatt, 1984; Dooner and Belachew, 1989), 

tabaco (Jones et al, 1990; Dooner et al, 1991) y Arabidopsis (Keller et al, 1993). 
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3.2. Mutagénesis con T-DNA 

Este método, que fue aplicado por primera vez en Drosophila melanogaster 

(Ballinger y Benzer, 1989; Kaiser y Goodwin, 1990), ha sido aplicado con éxito en 

diferentes sistemas vegetales (Bensen et al., 1995; Koes et al., 1995; Mckinney et al., 

1995; Krysan et al., 1996; Mena et al., 1996; Frey et al., 1998). En comparación con el 

sistema de mutagénesis con transposones, el T-DNA tiene la enorme ventaja de que sus 

inserciones son química y físicamente estables a lo largo de las generaciones (Radhamony 

et al, 2005). Uno de los éxitos de esta estrategia para generar mutantes esta relacionado 

con los sitios de inserción del T-DNA. Según Franzmann et al (1995), la distribución del 

T-DNA a lo largo del genoma es aleatoria (al menos hasta cierto punto), ya que no existen 

puntos calientes o preferenciales de integración. En arroz se ha podido demostrar que el T-

DNA es menos propenso a la integración en puntos calientes si se compara con los 

patrones de integración de los transposones Tos17 y Ds (Miyao et al, 2003, Kolesnik et al, 

2004; Sallaud et al, 2004). Alonso et al (2003) indicaron que la integración del T-DNA en 

Arabidopsis no parece exhibir preferencia por ningún grupo funcional de genes. Según An 

et al (2005), la integración del T-DNA en arroz no parece estar ligada a ninguna clase de 

genes; en cambio, ciertos transposones (e.g.: Tos17) suelen tener preferencia por 

determinadas clases de genes (e.g.: proteínas kinasas). No obstante, tal y como se señaló en 

su día (André et al, 1986; Koncz et al 1989; Herman et al, 1990), la idea que subyace es 

que el T-DNA suele integrarse preferentemente en regiones transcripcionalmente activas. 

El análisis de las secuencias flanqueantes al T-DNA en Arabidopsis parece indicar que las 

inserciones ocurren principalmente en regiones ricas en AT (Brunaud et al, 2002; Qin et al, 

2003). Concretamente en tomate, el análisis de las secuencias flanqueantes a 174 insertos 

de T-DNA indicaron que en un 40% de los casos (69 insertos) la inserción ocurría en genes 

que se transcriben (Gidoni et al, 2003). En relación con este aspecto, no se puede descartar 

que la preferencia del T-DNA por zonas ricas en genes se deba en parte al sistema de 

selección de las líneas transgénicas, ya que normalmente se suelen seleccionar aquellas que 

portan insertos funcionales. En este sentido, el propio sistema de selección (e.g.: resistencia 

a un antibiótico) elimina todos aquellos eventos de integración que no se expresan y que 

podrían estar localizados en otros sitios muy diversos del genoma de la planta. 

Conviene indicar que la mayor parte de estos análisis se han efectuado en la especie 

modelo por excelencia (Arabidopsis), y por tanto los datos podrían no ser extrapolables a 

otras especies. Por ejemplo, se ha descrito que en Arabidopsis el T-DNA tiene tendencia a 
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integrarse en regiones intergénicas (Sessions et al, 2002; Alonso et al, 2003). En arroz, por 

el contrario, lo que se ha observado es que el mayor número de eventos de inserción suele 

ocurrir cerca del codón de inicio ATG (An et al, 2003; Chen et al, 2003; Sallaud et al, 

2004). En cualquier caso, los análisis que se están efectuando en arroz están poniendo de 

manifiesto las ventajas de emplear una estrategia basada en el empleo de T-DNAs que 

habían sido observadas previamente en Arabidopsis. En este sentido, en ambas especies se 

ha observado una amplia distribución de los insertos a lo largo del genoma, bajas 

frecuencias de integración en regiones repetidas e integración preferente en zonas ricas en 

genes. Este tipo de ventajas convierten al T-DNA en un mutágeno insercional idóneo. 

Hoy en día, existe un elevado número de líneas de T-DNA de Arabidopsis y arroz 

(tabla 9) y, aunque en menor escala, la estrategia está siendo utilizada en otras especies 

como Lotus japonicus (Webb et al, 2000), Medicago truncatula (Trieu et al, 2000; Scholte 

et al, 2002), tomate (Mathews et al, 2003; Gidoni et al, 2003), Salvia miltiorrhiza (Lee et 

al; 2008), Brachypodium distachyon (Vain et al, 2008), álamo (Harrison et al, 2007, 

Groover et al, 2004); Brassica Rapa (Lee et al, 2004); Brassica napus (Bade et al, 2003) 

Cebada (Zhao et al, 2006) y fresa (Oosumi et al, 2006). 

Una de las primeras mutaciones insercionales por T-DNA se describió en 

Arabidopsis y permitió el aislamiento del gen Dwarf (Feldmann et al, 1989). 

Posteriormente, se han descrito mutaciones insercionales por T-DNA relacionadas con 

caracteres morfológicos (Feldman et al; 1989; Feldman, 1991; Chiang, 1995), tamaño y 

forma de las hojas (Ogarkova et al, 2001; Van Lijsebettens et al, 1991), estructura de la 

flor (Yanofsky et al, 1990; Komari, 1990; Jofuku et al, 1994), fertilidad de los gametos 

masculinos y femeninos (Milyaeva et al, 2002; Robinson-Beers et al, 1992; Modrusan et 

al, 1994; Glover et al, 1996; Klucher et al, 1996; Christensen et al, 1997, Howden et al, 

1998), desarrollo embrionario (Meinke, 1985; Castle et al; 1993; Yadegari et al, 1994; 

Castle and Meinke, 1994) y resistencia a la infección con Agrobacterium (Gilliland et al, 

2003; Nam et al, 1999; Tzfira and Citovsky, 2001; Zhu et al, 2003a; Zhu et al, 2003b), 

entre otras.  

Conviene recordar que la mayor parte de estas mutaciones se han obtenido en 

Arabidopsis. De hecho, un elevado número de inserciones de T-DNA que han sido 

secuenciadas se encuentran hoy en día disponibles para su análisis in silico (revisado por 

Radhamony et al, 2005). 
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Tabla 9. Colecciones de líneas T-DNA en Arabidopsis y arroz (revisado por Radhamony et al, 2005 y 
Hirochika et al, 2004) 

Especie  Cultivar Grupo y/o Institución Nº de líneas 
T-DNA 

Arabidopsis Columbia Scheible and Somerville 
(ABRC website) >145.600 

Arabidopsis Columbia 0 SALK 
(Alonso et al, 2003) 145.589 

Arabidopsis Columbia 0 GABI - Kat 
(Rosso et al, 2003) 59.455 

Arabidopsis Ws2 (Wassil-evskija) Sussman and Amasino 
(Sussman et al, 2000) 37.800 

Arabidopsis Columbia LeClere and Bartel 
(LeClere and Bartel, 2001) 33.100 

Arabidopsis C24 Bressan and Yokoi 
(ABRC website) 27.330 

Arabidopsis Columbia Weigel 
(Weigel et al, 2000) >20.000 

Arabidopsis Columbia Jack 
(Campisi et al. 1999) 11.370 

Arabidopsis C24 Haseloff 
(Kiegle et al. 2000) 8.000 

Arabidopsis Ws (Wassil-evskija) INRA-Versailles 
(Balzergue et al, 2001) 1.480 

Arabidopsis C-24 Syngenta 
(Sessions et al, 2002) 1.250 

Arabidopsis Ws (Wassil-evskija) Feldmann 
(Azpiroz–Leehan and Feldmann, 1997) 4.900 

Arroz Dongjin and 
Hwayoung 

Pohang University of Science and 
Technology 100.000 

Arroz Zhonghua Hua Zhong Agr. China 70.000 

Arroz Tainung Institute of Botany, Academia Sinica, 
Taiwan 60.000 

Arroz Nipponbare CIRAD-INRA-IRD-CNRS Géno plante 46.000 

Que nosotros sepamos, el único gen clonado en tomate mediante etiquetado por T-

DNA ha sido ANT1, que codifica para un factor de transcripción tipo MYB que actúa en la 

ruta biosintética de antocianinas (Mathews et al, 2003).  
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3.3. La naturaleza de las mutaciones en las plantas transgénicas 

Las alteraciones fenotípicas observadas en las plantas transgénicas no siempre están 

ocasionadas por la inserción del T-DNA. Los datos experimentales han permitido 

comprobar que sólo el 35-40% de las alteraciones visibles en plantas transgénicas de 

Arabidopsis que exhiben un fenotipo mutante se deben al T-DNA (Azpiroz-Leehan and 

Feldmann, 1997). Por ejemplo, entre las líneas transgénicas de Arabidopsis con mutaciones 

relacionadas con el desarrollo embriogénico, sólo en el 36% de los casos el gen marcador 

co-segregó con el carácter (Meinke et al, 1994). La ausencia de co-segregación entre el gen 

marcador y el fenotipo mutante se ha observado también en mutantes de Arabidopsis con 

alteraciones en la formación de cera en la cutícula de la hoja (12 de 18 mutantes; McNevin 

et al, 1993) o en la morfología foliar (4 de 5 mutantes; Van Lijsebettens et al, 1991). Según 

Negruk et al (1996), la integración del T-DNA puede producir un amplio espectro de las 

mutaciones que se han descrito en genética clásica, como por ejemplo mutaciones 

puntuales o micro-deleciones. Asimismo, se ha podido demostrar que la inserción del T-

DNA genera distintos tipos de reordenaciones cromosómicas, como por ejemplo 

translocaciones y duplicaciones (Castle et al, 1993; Laufs et al, 1999; Tax and Vernon, 

2001). Tales reordenaciones pueden estar provocadas por recombinación entre repeticiones 

de las regiones flanqueantes del T-DNA y regiones homólogas del genoma de la planta 

(Tax and Vernon 2001). Además, el T-DNA puede ser cortado de un sitio y reintegrado en 

otro junto con secuencias del genoma de la planta que flanquean ese T-DNA (Castle et al, 

1993; Ohba et al, 1995; Takano et al, 1997; Fu et al, 2000). La reparación del sitio inicial 

en el que se había integrado el T-DNA puede generar fragmentos duplicados en el DNA de 

la planta  que podrían ser metilados (Svitashev et al, 2002a; Forsbach et al, 2003).  

Además, se ha podido demostrar la integración de secuencias del DNA de 

Agrobacterium (Peterhans et al, 1990; Svitashev and Somers, 2002b) y de fragmentos de 

DNA correspondientes al cuerpo del vector (sin incluir el T-DNA). En este sentido, se han 

publicado diversos trabajos en los que se describen (presuntos) mutantes de inserción 

generados por secuencias del vector (Herman et al, 1990; Tinland, 1996; Cluster et al, 

1996; Kononov et al, 1997; Wolters et al, 1998; Fu et al, 2000). A título de ejemplo, 

Cluster et al (1996) comprobaron que las alteraciones en la coloración de las flores de 

plantas transgénicas de Petunia hybrida se debían a las secuencias del vector. Fu et al 

(2000) señalaron que la integración de una secuencia de tan sólo 9 pares de bases del 
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vector puede ocasionar diversos tipos de inversiones y translocaciones cromosómicas. En 

definitiva, la integración de este tipo de secuencias o las reordenaciones y reparaciones 

genéticas en plantas transgénicas podrían dar lugar a fenotipos mutantes que no están 

ocasionados, al menos de una forma directa, por el T-DNA, lo que explicaría, al menos en 

parte, la falta de correlación entre el fenotipo mutante y el conferido por el gen marcador. 

En otros casos, las alteraciones fenotípicas pueden estar ocasionadas por la 

activación de transposones endógenos (Hirochika et al, 1996), la variación epigenética 

debida a una alteración en el proceso de metilación del DNA (Jain, 2001) o por otras 

causas relacionadas con la variación somaclonal que surge como consecuencia del cultivo 

in vitro (revisado por Moreno, 1997).  

Conviene indicar que la mutagénesis insercional, al igual que ocurre con otras 

aproximaciones que provocan disrupción génica, tiene algunas limitaciones. En este 

sentido, es difícil detectar un fenotipo mutante si se produce la disrupción de un gen 

redundante, ya que pueden haber dos o más loci que desempeñen la misma función o 

tengan funciones compartidas. Asimismo, es difícil identificar la función de genes que son 

requeridos durante las primeras etapas del desarrollo gametofítico o embriogénico, es 

decir, genes cuya disrupción ocasiona letalidad. Por otro lado, puede ocurrir que un gen se 

exprese en un pequeño conjunto de células o durante un periodo de tiempo corto y el efecto 

que produce la pérdida de función no sea distinguible a nivel fenotípico. Adicionalmente, 

en los casos en los que un gen cumple más de una función, a no ser que se tenga un 

conocimiento suficiente de las características del material vegetal y que el fenotipado se 

realice de forma exhaustiva puede ser muy difícil llegar a inferir todas y cada una de las 

funciones del gen. En este caso, lo más normal es que sólo se llegue a identificar la función 

más importante, la más temprana durante el desarrollo ontogénico o, simplemente, la más 

espectacular o fácil de identificar a nivel fenotípico. Este tipo de problemas se podría, no 

obstante, solventar mediante el uso de vectores modificados.  

3.4. Mutagénesis con vectores modificados de T-DNA 

3.4.1. Etiquetado mediante activación transcripcional 

La activación transcripcional se ha postulado como una estrategia de mutagénesis 

insercional que genera mutantes dominantes de ganancia de función. Típicamente, se suele 

utilizar un T-DNA (o un elemento transponible) que contiene múltiples promotores 35S 

(CaMV) (Hayashi et al, 1992; Suzuki et al, 2001) u otros alternativos, como el del CVMV 
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(Dong y von Arnim, 2003). La integración del grupo de intensificadores en la vecindad de 

un gen endógeno, suficientemente cerca como para ejercer su influencia, debería aumentar 

el nivel de expresión de ese gen (figura 7). 

 

 

 

 

Figura 7. Vector típico de activación transcripcional. En este caso, el vector contiene 4 
intensificadores 35S. Provoca la activación transcripcional de genes cercanos, por lo que en 
principio debería dar mutantes dominantes de ganancia de función. 

En principio, el uso de este tipo de construcciones ofrece algunas ventajas respecto al 

uso de construcciones simples de T-DNA. En efecto, como los mutantes son de ganancia 

de función, se puede analizar la función de genes redundantes. Por ejemplo, el gen ETC1 

se aisló a partir de un mutante de sobreexpresión de Arabidopsis que exhibía un menor 

desarrollo de los tricomas y un desarrollo excesivo de raíces aéreas (Kirik et al, 2004). Sin 

embargo, la anulación de función de este gen (mediante mutagénesis con T-DNA) no 

generó fenotipo alguno. De hecho, se han identificado varios genes mediante esta 

estrategia que no generan fenotipo en mutantes ‘knockout’ (YUCCA-Zhao et al, 2001; 

DVL1-Wen et al, 2004; LEP y VAS-Van der Graaff et al, 2002; DSL1-Chalfun-Junior et al, 

2005). Según Bouche and Bouchez (2001) menos del 2% de los mutantes knockouts 

generan un fenotipo mutante claro. En este sentido, se ha reportado que 2/3 del genoma de 

Arabidopsis está duplicado y en torno a 4000 genes están repetidos en tandem 

(Arabidopsis Genome Iniciative 2000). En arroz, dependiendo del cromosoma en cuestión, 

entre el 15,4% y el 30,4% de genes están duplicados (Goff et al, 2002). Este problema es 

mayor aún en especies poliploides (autoploides y aloploides). Por consiguiente, se ha 

propuesto que, a la hora de identificar mutantes etiquetados, este tipo de aproximaciones 

podría ser la más conveniente para las especies poliploides. Por otro lado, la 

sobreexpresión de un gen endógeno puede generar un fenotipo de interés para la mejora de 

ciertos caracteres. Conviene indicar que si la integración provoca la disrupción de un gen 

endógeno, entonces lo que se generaría es un mutante de anulación de función. Además, se 

pueden utilizar promotores específicos de tejido o inducibles para generar un incremento 
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de expresión de los genes etiquetados en los tejidos de interés o en un momento concreto 

del ciclo de vida de la planta (Weigel et al, 2000).  

Por lo que respecta a la efectividad del sistema, Wilson et al (1996) identificaron 4 

mutantes dominantes a partir de una colección de 1100 líneas transgénicas. Weigel et al 

(2000), tras un análisis inicial de 49000 líneas que portaban diferentes vectores de 

activación transcripcional, confirmaron 34 mutantes dominantes. Los autores comprobaron 

que la mayor parte de los genes sobreexpresados se encontraban localizados a continuación 

de los intensificadores. Marsh-Martinez et al (2002) analizaron 2900 líneas de inserción y 

detectaron 31 mutantes dominantes. En arroz, Jeong et al (2002) generaron más de 50000 

líneas de etiquetado por activación. El análisis molecular de las regiones intergénicas en 

líneas elegidas al azar determinó que aproximadamente el 40% de las inserciones 

incrementaban la expresión de genes endógenos, lo que no implica que esto se traduzca 

siempre en una alteración fenotípica (Neff et al, 1999; Weigel et al 2000; Jeong et al, 

2002).  

La activación transcripcional ha sido predominantemente utilizada en Arabidopsis 

(revisado por Ayliffe and Pryor, 2007). No obstante, también se ha utilizado en 

Craterostigma plantagineum (Furini et al, 1997), Catharanthus roseus (Van der Fits and 

Memelink, 2000), petunia (Zubko et al, 2002), álamo (Busov et al, 2003), tomate 

(Mathews et al, 2003), tabaco (Ahad et al, 2003) y Lotus japonica (Imaizumi et al, 2005). 

En cereales, esta estrategia de mutagénesis se ha utilizado principalmente en arroz (Jeon et 

al, 2002). De hecho, recientemente se han publicado algunos trabajos en los que se 

describen mutantes insercionales de sobreexpresión obtenidos mediante el sistema de 

activación transcripcional (Mori et al, 2007; Hsing et al, 2007).  

A través de esta estrategia se han clonado 41 genes de Arabidopsis, 2 de arroz, 1 de 

Craterostigma plantagineum, 1 de tabaco, 1 de Catharanthus roseus, 1 de álamo y 1 de 

tomate (revisado por Ayliffe and Pryor, 2007). Entre esos genes, son de particular interés 

desde una perspectiva agronómica los que incrementan la producción de metabolitos 

secundarios (Borevitz et al, 2000; Mathews et al, 2003; Levy et al, 2005), alteran el tiempo 

de floración (Aukerman ans Sakai, 2003), promueven tolerancia a estrés hídrico (Furini et 

al, 1997) o aumentan la resistencia a enfermedades (Grant et al, 2003; Xia et al, 2004). Un 

aspecto interesante es el hecho de que un elevado número de los genes que se han 

identificado codifican para factores de transcripción (Ayliffe and Pryor, 2007). Esto quizás 

se deba al hecho de que la sobreexpresión de un factor de transcripción puede dar lugar a la 
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sobreexpresión o represión de una amplia gama de genes regulados por ese factor de 

transcripción, traduciéndose en un fenotipo fácilmente identificable.  

Por lo que respecta al tomate, el único trabajo publicado es el realizado por Mathews 

et al (2003). Los autores generaron una colección de 10427 líneas transgénicas 

independientes con una construcción de activación transcripcional que portaba 4 copias del 

intensificador 35S (CaMV) (Weigel et al, 2000). A partir de esa colección, identificaron 

1338 líneas transgénicas (12,83%) con alteraciones fenotípicas relacionadas con el 

desarrollo de la planta (tamaño de la planta, morfología de hojas y frutos o color hojas y 

frutos) en uno o más caracteres. Asimismo, identificaron algunos mutantes de perdida de 

función en la descendencia de algunas plantas que no exhibían alteraciones fenotípicas. De 

resultas de este trabajo, los autores clonaron el gen ANT1, un factor de transcripción de la 

familia MYB que regula transcripcionalmente la biosíntesis y el transporte de antocianinas. 

A pesar de todo, este tipo de aproximaciones tropieza con algunas dificultades. La 

más importante es que puede no quedar claro si un fenotipo refleja la función real de un 

gen o, por el contrario, la mutación ha sido causada por interferencia con un proceso no 

relacionado (Riechmann y Ratcliffe, 2000). Tales problemas pueden ser particularmente 

corrientes con factores de transcripción (Kubo et al., 1999; Weigel et al., 2000). Un 

problema adicional de la estrategia de activación transcripcional es que la sobreexpresión 

de ciertos genes (e.g. ciclo celular) puede ocasionar enormes efectos pleiotrópicos. 

Alternativamente, no cabe descartar que la activación transcripcional de un gen endógeno 

se produzca cuando el vector se inserta a una distancia considerable del mismo; en este 

caso, el gen no queda etiquetado y la clonación del mismo puede resultar difícil.   

3.4.2. Etiquetado mediante ‘trapping’ 

Mediante esta estrategia se intenta explotar la posibilidad de obtener información 

sobre la función génica a partir de datos relacionados con la expresión. La técnica consiste 

en introducir al azar en el genoma construcciones que portan, aparte del gen marcador, un 

gen delator con un promotor mínimo, sin promotor o unido a un sitio aceptor de splicing. 

Por tanto, se trata de analizar las secuencias genómicas junto a las que se inserta la 

construcción y las propiedades de expresión que confieren éstas al gen delator. 

Evidentemente, tras la detección de secuencias reguladoras capaces de conferir al gen 

delator un patrón de interés, el conocimiento de la secuencia de la construcción insertada 
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permite clonar las secuencias genómicas en las que se ha insertado. La identificación del 

gen endógeno es aún más sencilla si se conoce la secuencia completa del genoma. 

El delator más comúnmente utilizado es el gen bacteriano uidA que codifica para la 

proteína GUS. El único problema que plantea es el precio relativamente alto del sustrato 

que podría convertir en prohibitivo el análisis de un elevado número de plantas. Otra 

alternativa es el uso de la proteína fluorescente verde – GFP - (Haseloff et al., 1997) o del 

gen Lc de maíz (Goldsbrough et al., 1996). Sin embargo, por comparación, la observación 

microscópica de la tinción GUS es tremendamente más sensible que la de otros genes 

delatores (e.g.: GFP o Luc) ya que permite su detección en unas pocas células (Topping et 

al., 1994; Sundaresan et al., 1995; Campisi et al., 1999; He et al., 2001). Según Jefferson 

et al (1987), la detección de actividad GUS es muy sensible pudiendo detectarse la 

expresión en una única célula mediante técnicas histoquímicas.  

Hay tres tipos de trampas génicas que usualmente se denominan como trampas de 

intensificadores, promotores y genes (Springer, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Esquema de las construcciones utilizadas para obtener colecciones de plantas con 
trampas génicas. Las flechas indican los sitios de inserción en un hipotético gen endógeno 
que darían lugar a la activación del gen delator. A, trampa de intensificadores. B, trampa de 
genes. C, trampa de promotores. TATA, promotor mínimo (caja tata). SAS, sitios de 
acepción de ‘splicing’. E-1, E-2, E-3, Exones. I-1, I-2, Intrones (Hueros y Jouve, 2002) 

La trampa de intensificadores consiste en un T-DNA sencillo que, aparte del gen 

marcador, contiene un promotor mínimo (caja TATA + inicio de transcripción) al que se 

encuentra fusionada la región estructural del gen uidA justo al lado del borde derecho. El 
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promotor mínimo no es capaz de promover un nivel de transcripción detectable, pero su 

inserción en el área de actuación de un determinado intensificador, y en la dirección 

correcta, activa la expresión del delator, mimetizando el patrón de expresión que dicho 

intensificador confiere al gen endógeno (figura 10A). Es decir, permite identificar y 

analizar el patrón de expresión de un gen (y por tanto llegar a una inferencia sobre su 

función) analizando la expresión del delator. La trampa de promotores es idéntica a la 

anterior, pero eliminando el promotor mínimo. Para que funcione, el T-DNA debe 

insertarse dentro de uno de los exones de un gen (figura 10B). La trampa de genes tiene un 

sitio aceptor de splicing justo antes de la región estructural del delator, de forma que sólo 

funciona cuando el T-DNA se integra dentro de un intrón (figura 10C). 

Cada tipo de trampa tiene sus ventajas e inconvenientes. La ventaja de la trampa de 

intensificadores es que, como para que funcione basta que se inserte en el área de actuación 

de un intensificador, el número de genes que se detectan es mayor. Por ejemplo, los 

estudios realizados por Kertbundit et al (1991) y Topping y Lindsey (1995) revelaron que 

la proporción de insertos que desencadenan expresión del gen delator estaba en torno al 

25% usando una trampa de promotores y 50% con una trampa de intensificadores. El 

inconveniente, estriba en que, como puede funcionar a una distancia considerable, a la hora 

de clonar el gen, el esfuerzo requerido puede ser mayor. En este sentido, puede resultar 

difícil determinar qué secuencia genómica es responsable de tal patrón de expresión. Por lo 

que respecta a las trampas de promotores y de genes, el inconveniente es que, como para 

que funcionen deben integrarse dentro de un exón o de un intrón, respectivamente, el 

número de genes que van a detectarse es menor. La ventaja es que el gen queda 

estrictamente etiquetado y que si se produce una fusión traduccional (producto del delator-

producto total o parcial del gen endógeno) no sólo puede hacerse un análisis funcional del 

gen, sino que además pueden obtenerse datos de la localización intracelular del producto 

del gen endógeno. No obstante, otro aspecto que merece tenerse en cuenta es la 

versatilidad de la trampa de intensificadores, ya que puede actuar como una trampa de 

promotores, cuando se inserta dentro de uno de los exones del gen, o como una trampa de 

genes, cuando se inserta dentro de un intrón. 

Con independencia del tipo de trampa elegido, el empleo de trampas tiene grandes 

ventajas sobre la mutagénesis insercional en sensu estricto (i.e. con un vector 

convencional) al permitir la identificación de genes: i)  funcionalmente redundantes; ii) los 

que se expresan en múltiples estados de desarrollo y producen efectos pleiotrópicos que 
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generan confusión al llevar a cabo el fenotipado; iii) aquellos cuya disrupción provoca 

letalidad temprana; y iv) genes cuya disrupción ocasiona un fenotipo tan sutil que a veces 

no llega a detectarse en el fenotipado de las plantas (en este caso, la expresión del delator 

da una pista para identificar el fenotipo durante la evaluación). La identificación del gen es, 

además, independiente del nivel de expresión del mismo, evitando el peligro de descartar 

genes de baja expresión pero con efectos muy relevantes (e.g. ovate; Liu et al. 2002), tal y 

como a veces ocurre cuando se emplean otras aproximaciones, como por ejemplo las de 

tipo transcriptómico. Es, por último, el método ideal para detectar genes que se activan o 

inactivan en respuesta a un estímulo externo o situaciones de estrés abiótico. 

Conviene señalar que la probabilidad de que las trampas reflejen la expresión de un 

gen endógeno próximo es muy alta (Bellen, 1999). Además, hasta la fecha, los genes 

endógenos detectados con este sistema y que, con posterioridad, se han llegado a clonar 

mimetizan el patrón de expresión que había sido observado previamente con la trampa 

(Grossniklaus et al., 1989; Springer et al., 1995; Gu et al., 1998; Campisi et al., 1999; 

Swaminathan et al., 2000).  

El interés de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, ya que por un 

lado generan mutaciones de inserción de T-DNA y por otro permiten estudiar el patrón de 

expresión del gen etiquetado. De esta forma, no sólo se pueden hacer inferencias en torno a 

la función del gen etiquetado en un determinado mutante de inserción a través del 

fenotipado en TG1 o TG2, sino que también se puede obtener un panorama bastante 

preciso en torno al patrón de expresión espacio-temporal de dicho gen, ya que por el 

peculiar diseño de las trampas la expresión del gen delator mimetiza la expresión del gen 

endógeno etiquetado. 

Se han utilizado con éxito dos tipos de trampas: las mediadas por T-DNA (e.g.: 

Kertbundit et al., 1991; Topping et al., 1991; Lindsey et al., 1993; Campisi et al., 1999) y 

las mediadas por transposones (e.g: Fedoroff y Smith, 1993; Klimyuk et al., 1995; 

Sundaresan et al., 1995). En ambos sistemas, la presencia de un alto número de copias 

insertadas en distintas regiones del genoma complica la identificación de las secuencias de 

interés y, en ciertos casos, la interpretación de los patrones de expresión. Esto ha limitado 

la utilización de los sistemas de transposición al uso del sistema Ac/Ds debido al bajo 

número de copias que integra en el genoma. 
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Análisis preliminares de colecciones de plantas con sistemas de trampas génicas han 

conducido a la identificación de genes y secuencias reguladoras específicas, por ejemplo, 

de raíces laterales (Malamy and Benfey, 1997), embriones en desarrollo (Topping and 

Lindsey, 1997), tejidos infectados por nemátodos (Barthels et al, 1997), células guarda 

(Plesch et al, 2000) o células en proceso de senescencia (He et al, 2001). El gen 

PROLIFERA (PRL) de Arabidopsis se identificó a través de trapping (Springer et al, 1995; 

2000). La expresión del gen delator UidA en células en división ofreció las primeras pistas 

sobre la posible función de PRL (codifica una proteína de la familia MCM relacionada con 

la iniciación de la replicación del DNA). De hecho, este gen habría sido difícilmente 

identificado mediante métodos convencionales ya que su disrupción, como pudo 

comprobarse en plantas con la inserción del elemento transponible Ds en el gen, causa 

letalidad en distintos estadios de desarrollo del embrión y megagametofito. Una vez 

aislado el gen, su secuencia resultó plenamente consistente con la función que se la había 

atribuido. Otros genes identificados a través de este método han sido FRUITFULL (FUL) 

(Gu et al, 1998), POLARIS (PLS) (Casson et al, 2002), LATERAL ORGAN BOUNDARIES 

(LOB) (Shuai et al, 2002) y EXORDIUM (EXO) (Farrar et al, 2003). Por otro lado, los 

sistemas basados en el empleo de trampas han permitido la clonación de promotores 

específicos de embriones (Arabidopsis; Topping et al, 1994), de la cubierta de la semilla 

(tabaco; Fobert et al, 1994), de tejidos vasculares (Arabidopsis; Wei et al, 1997), de células 

guarda (Arabidopsis; Plesch et al, 2000), de raíces (Arabidopsis, Mollier et al, 2000; y 

Lotus japonica, Webb et al, 2000), de tejidos en crecimiento y hojas jóvenes (Arabidopsis, 

De Greve et al, 2001) y de células meristemáticas (Arabidopsis, Farrar et al, 2003). 

En la actualidad, existe una amplia colección de líneas trapping (es decir, generadas 

con trampas génicas) en Arabidopsis (Sundaresan et al, 1995; Campisi et al, 1999; 

Alvarado et al, 2004), arroz (Jeon et al, 2000; Jeong et al, 2002; Wu et al, 2003; Sallaud et 

al, 2003; Sallaud et al, 2004; Yang et al, 2004; Peng et al, 2005), tomate Microtom 

(Meissner et al, 2000) y álamo (Groover et al, 2004). 

Conviene señalar que, aunque los genes y promotores identificados en estos análisis 

no se hayan caracterizado en detalle, la información obtenida puede ser utilizada para el 

estudio de patrones de desarrollo en los que es crucial disponer de marcadores específicos 

de células y tejidos (Hueros y Jouve, 2000). Aunque aún queda mucho camino por 

recorrer, los trabajos realizados hasta la fecha ilustran el potencial de esta tecnología en 

genómica funcional. 
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II. OBJETIVOS 

A pesar de los avances en el conocimiento de algunos procesos del desarrollo en especies 

modelo, éstos son enormemente desconocidos en otras especies como el tomate (Solanum 

lycopersicum L.). En esta hortícola, caracteres como la arquitectura de la planta, 

precocidad, androesterilidad, tamaño y forma del fruto, partenocarpia, maduración y 

conservación post-cosecha del fruto, tienen una gran importancia agronómica y dependen 

del establecimiento de patrones de desarrollo adecuados que, a su vez, están finamente 

regulados por distintos genes capaces de responder a señales endógenas y otras de 

naturaleza ambiental. 

Desde un punto de vista metodológico, el estudio de estos procesos se puede abordar por 

diferentes vías, y en este sentido, el análisis genético y molecular de mutantes del 

desarrollo es una de las aproximaciones más exitosas a la hora de identificar la función de 

los genes alterados. A pesar de que existe una gran colección de mutantes espontáneos 

(http://tgrc.ucdavis.edu) o inducidos con EMS (Menda et al, 2004; Watanabe et al, 2007), 

irradiación gamma (Matsukura et al, 2007) y neutrones rápidos (Menda et al, 2004), la 

clonación de genes a partir de este tipo de mutantes implica el uso de una estrategia de 

genes candidatos, no siempre fáciles de identificar, o, alternativamente, de otra basada en 

el mapeo posicional, que resulta técnicamente complicada, requiere mucho esfuerzo y, 

peor aún, un largo periodo de tiempo. 

Por fortuna, actualmente hay una gama de herramientas genómicas que permiten la 

identificación y etiquetado de genes que actúan sobre determinados procesos. Entre ellas, 

la mutagénesis insercional con T-DNA o transposones es, sin duda, una de las estrategias 

más prometedoras para la identificación y caracterización funcional de los genes que 

regulan dichos procesos (Emmanuel y Levy, 2002). Además, si en lugar de T-DNAs 

convencionales se emplean trampas génicas (Springer, 2000) se pueden generar 

mutaciones de inserción de T-DNA y al mismo tiempo estudiar el patrón de expresión del 

gen etiquetado. 

Habida cuenta de las consideraciones anteriormente expuestas y con el fin de identificar 

genes relevantes en el proceso del desarrollo de tomate, en nuestro laboratorio estamos 

abordando un proyecto en colaboración con los grupos de los Dres. Rafael Lozano y 

Trinidad Angosto (Universidad de Almería) y de la Dra. Mª Carmen Bolarín (CEBAS, 

CSIC, Murcia) en el que estamos utilizando dos herramientas genómicas (mutagénesis 
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insercional y trapping) en tomate (cvs. ‘P73’ y ‘Moneymaker’) y una especie silvestre 

relacionada (Solanum pennellii) para identificar secuencias codificantes o elementos de 

regulación de genes implicados en procesos del desarrollo vegetativo (arquitectura de la 

planta) y reproductivo (flor y fruto), así como en dos tipos de estrés abiótico (salinidad y 

estrés hídrico).  

En este contexto, los objetivos planteados para esta Tesis Doctoral han sido los siguientes: 

1. Obtención de una colección de líneas T-DNA con vectores convencionales (nptII – 

delator) y con una trampa de intensificadores (vector pD991, que contiene un 

promotor mínimo fusionado a la región estructural del gen delator uidA) en el 

cultivar de tomate p73 para la identificación y etiquetado de mutantes insercionales. 

2. Análisis de la expresión del gen delator en líneas T-DNA obtenidas con el vector 

pD991 (trampa de intensificadores) con el fin de: 

2.1. Detectar promotores de genes que se expresan en condiciones de cultivo in 

vitro. 

2.2. Detectar promotores de genes que se expresan en plantas cultivadas en 

invernadero. 

3. Evaluación de los transformantes primarios (TG1) para la identificación de 

mutaciones de tipo dominante, semidominante o aditivo. 

4. Obtención y evaluación de la descendencia (TG2) para la identificación de 

mutaciones de naturaleza recesiva. 
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1. MATERIAL VEGETAL 

Como material vegetal de partida se ha empleado la línea de tomate p73. Se trata de 

una línea de tomate para consumo fresco, de crecimiento indeterminado, cedida 

amablemente por la Dra. Mª José Díez. 

2. TÉCNICAS BÁSICAS DE CULTIVO IN IVTRO 

2. 1. Esterilización de semillas 

Las plántulas axénicas se obtienen a partir de semillas que, previamente, han pasado 

por un proceso de esterilización. 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 la cual se añaden 2 

gotas de detergente 7X-0-matic (Flow Laboratories) que ayuda a romper la tensión 

superficial de los tejidos, mejorando el contacto entre el tejido y el esterilizante. A 

continuación, se elimina la solución desinfectante mediante tres lavados sucesivos (5, 10 y 

15 minutos, respectivamente) con agua destilada estéril. 

2. 2. Obtención de plántulas axénicas y extracción de explantes de cotiledón 

Tras la desinfección, las semillas se siembran en recipientes de vidrio (105 mm de 

altura x 95 mm de diámetro) que contienen 50 ml de medio de germinación (MG). El 

medio se gelifica con agar industrial (Pronadisa) al 0.9% (4.5 g/l). Los botes se tapan con 

tapón de plástico translúcido. La incubación se lleva a cabo en oscuridad durante las 

primeras 48 horas, y posteriormente se pasa a 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). A los 7-

10 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. 

2. 3. Cultivo de explantes primarios 

Una vez cortados, los explantes (tanto de cotiledón como de hoja) se cultivan con el 

envés en contacto con el medio de cultivo. Para el cultivo de explantes se utilizan placas 
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petri (90 mm de diámetro x 30 mm de altura) con 30 ml de medio de cultivo que se sellan 

con parafilm. Las condiciones de incubación son las descritas en el apartado 2. 2. 

2. 4. Regeneración de plantas a partir de explantes primarios  

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. Los callos se subcultivan cada 21 días para 

favorecer el desarrollo de las estructuras organogénicas. Una vez formado el callo, se 

elimina la zeatina del medio para favorecer la elongación de los brotes. 

Enraizamiento de los brotes 

Los brotes elongados se separan del callo organogénico y se siembran en medio de 

enraizamiento (ver apartado 4), con 0.1 mg/l de ácido indolacético para favorecer la 

emisión de raíces. Las primeras raíces aparecen aproximadamente a los 7 días de la 

siembra. A los 30 días la planta tiene un sistema radicular bien desarrollado, y la parte 

aérea presenta una yema caulinar y varias yemas axilares, a partir de las cuales se pueden 

obtener nuevas plantas mediante propagación por vía axilar. El tipo de bote que utilizamos 

para el enraizamiento (150 mm de altura x 60 mm de diámetro) favorece la elongación de 

entrenudos lo que facilita la posterior clonación de la planta. 

2. 5. Propagación clonal de plantas 

La propagación clonal tiene por objeto la obtención de genotipos idénticos al original 

a través de la multiplicación vegetativa a partir de las yemas axilares o del meristemo 

caulinar. El subcultivo de este tipo de estructuras se realiza en el medio utilizado para el 

enraizamiento de ápices (ver apartado 4). Los recipientes empleados son botes de 60 mm 

de diámetro x 150 mm de altura. 

3 DETERMINACIÓN DEL NIVEL DE PLOIDÍA EN LAS PLANTAS REGENERADAS 

MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

El nivel de ploidía de las plantas se determina en fragmentos de hoja joven. El 

análisis se realiza mediante la cuantificación del contenido de ADN nuclear de las células 

según el método de Smulders et al. (1994). El tejido vegetal (un fragmento de cotiledón u 
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hoja de aproximadamente 1 cm2) se trocea finamente con una cuchilla en una placa petri de 

50 mm de diámetro. Se añaden 2 gotas de tampón de extracción de núcleos (Partec, 

Münster, Germany) y 800 l de una solución que contiene 1 mg/l de fluorocromo DAPI 

(4,6-diamino-2phenyl-indole) (DAPI staining solution, Partec) cuya función es teñir el 

ADN. Tras resuspender la mezcla, se filtra a través de una malla de nylon de 50 m. La 

suspensión de núcleos se hace circular por el circuito de microtubos de un analizador de 

ploidía (Partec PA-II Ploidy Analyser), equipado con una lámpara de mercurio que emite 

luz ultravioleta de 366 nm. La corriente de núcleos en suspensión pasa por una cámara de 

cuarzo (conducto de 10 m que no permite el paso simultáneo de dos unidades), donde es 

iluminada por una fuente de luz ultravioleta. Como consecuencia, el fluorocromo DAPI 

fijado al ADN emite una fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN del núcleo, que 

es reconocida y captada por un fotorreceptor. El sistema informático que lleva incorporado 

el citómetro convierte cada señal fluorescente en un punto sobre la pantalla que se sitúa en 

distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. El gráfico resultante ordena los datos 

según el contenido nuclear de ADN en el eje de abscisas y contabiliza el número de 

núcleos de cada tipo en el eje de ordenadas. 

El sistema se calibra previamente situando el pico correspondiente a un contenido de 

ADN igual a 2C (diploide) sobre el valor que se desee (50 ò 100) de la escala de abscisas. 

El patrón de mixoploidía se determina según el área relativa (en porcentaje) de los picos 

correspondientes a las distintas poblaciones celulares (2C, 4C, 8C, etc.)  

4. ACLIMATACIÓN Y TRASPLANTE 

A los 15-20 días de la siembra en medio de enraizamiento, las plantas se encuentran 

en el estadío adecuado para realizar la aclimatación. Al extraer la planta del bote, se aplica 

un lavado a la raíz para eliminar los restos de agar, procurando no dañarla. A continuación 

se trasplanta a una maceta que contiene fibra de coco estéril y se cubre con un vaso de 

plástico.  

La aclimatación se realiza en el invernadero en las siguientes condiciones: 

Fotoperiodo 
Temperatura 
 
Intensidad lumínica 

16 horas luz / 8 horas oscuridad 
24º C  2º C día 
20º C  2º C noche 
3550 luxes, suministrada por lámparas fluorescentes 
de luz fría de 15 W. 
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A los 7-10 días, la planta se puede trasplantar con el cepellón a una maceta que 

contiene fibra de coco. El vaso de plástico transparente se mantiene durante los primeros 

10-15 días de cultivo. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dándose por 

concluida la etapa de aclimatación. 

5. NOMENCLATURA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

En este memoria se ha empleado la nomenclatura utilizada en publicaciones previas 

(Moreno et al., 1985 y publicaciones posteriores). La nomenclatura alude al tipo y 

concentración de reguladores de crecimiento del medio. 

Las primeras letras del medio refieren los reguladores empleados, en general una 

auxina y una citoquinina: (I) = ácido indolacético (IAA), K = quinetina (K), Z = Zeatina 

(Z). A las letras le siguen una serie de dígitos separados por una barra que indican la 

concentración del regulador en mg/l. 

6. SOLUCIONES MINERALES, SOLUCIONES VITAMÍNICAS Y MEDIOS DE 

CULTIVO 

6.1. Solución mineral MS de Murashige y Skoog (1962) 

Macronutrientes (mg/l) 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2·2H2O 
MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

1650 
1900 
440 
370 
170 

 

Micronutrientes (mg/l) 
KI 
H3BO3 
MnSO4·4H2O 
ZnSO4·7H2O 
Na2MoO4·2H2O 
CuSO4·5H2O 
CoCl2·6H2O 

0.83 
6.20 

 22.3 
8.60 
0.25 
0.025 
0.025 

 

FeNa·EDTA (mg/l) 
FeSO4·7H2O 
Na2·EDTA 

27.8 
37.3 
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6.2. Solución vitamínica SH 

Vitaminas (mg/l) 
Rivoflavinas 
Ácido nicotínico 
Tiamina ClH 
Piridoxina ClH 
Ácido fólico 
Biotina 
D-Pantotenato cálcico 
Colina Clh 
Glicina 
L-Cisteína 
Ácido málico 
Ácido ascórbico 

0.25 
2.5 

 10 
1 
0.5 
0.05 
0.5 
0.1 
0.5 
1 

 10 
0.5 

6.3. Medio de germinación 

MG (g/l) 
Solución mineral 
Sacarosa 
Agar 

 MS 
 10 

8 

6.4. Medio de inducción de organogénesis 

IKZ (4.0/4.0/1.0) (g/l) 
Solución mineral 
Sacarosa 
Myo-inositol 
Tiamina·HCl 
Vitaminas 
IAA 
K 
Z 
Agar 

 MS 
 30 

0,1 
0.001 

 SH 
0.004 
0.004 
0.001 
8 

6.5. Medio de enraizamiento 

I 0.1 (g/l) 
Solución mineral 
Sacarosa 
Myo-inositol 
Tiamina-HCl 
IAA 
Agar 

 MS 
 20 

0,1 
0.001 
0,0001 
8 

 

Notas.- 
El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de añadir el agente gelificante. 
Los medios de cultivo se esterilizan por calor húmedo en autoclave, a 115º C durante 30 minutos. 
Las vitaminas se preparan en soluciones stock concentradas 100X, se almacenan a -20º C y se añaden al medio antes de 
ajustar el pH. 
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7. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA VÍA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

7.1. Fuente de material vegetal 

Como fuente de material vegetal se emplearon cotiledones procedentes de plántulas 

de tomate de 7-10 días germinadas in vitro de la línea p73. 

7.2. Agrobacterium tumefaciens: cepa bacteriana, plásmido y genes incluidos en 

el T-DNA 

Para llevar a cabo la transformación genética se ha utilizado la cepa desarmada de 

Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 con tres vectores. Dos de estos vectores, que hemos 

denominado convencionales (plásmidos pBin19sgfp, pBin19GUS), portan un gen 

marcador (nptII) bajo el control del promotor nos con el terminador nos y un gen delator 

(sGFP o GUS) bajo el control del promotor 35S con el terminador nos. El tercer vector 

utilizado ha sido el pD991, que contiene un promotor mínimo (caja TATA + inicio de 

transcripción) al que se encuentra fusionada la región estructural del gen uidA (figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema del vector pD991 cedido amablemente por el Dr. Tomas 
Jack (Dpto. Ciencias Biológicas, Universidad de Dartmouth) 
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7.3. Crecimiento bacteriano 

Agrobacterium tumefaciens se cultiva a partir de un inóculo glicerinado (mantenido 

en congelador a -80º C) en medio sólido selectivo LB (Maniatis et al., 1982) suplementado 

con 100 mg/l de kanamicina para comprobar la presencia del plásmido binario en las 

bacterias. Las colonias que crecen en este medio se utilizan de inóculo para el cultivo en 

medio líquido de la misma composición que se realiza en matraces adecuados para el 

cultivo de bacterias. Los matraces se tapan con algodón graso (o hidrofóbico) para 

favorecer la aireación y se incuban en oscuridad a 28º C en agitador orbital a 230 r.p.m. En 

todos los subcultivos, al ‘caldo nutritivo’ utilizado para el crecimiento bacteriano se le 

añaden 100 mg/l de kanamicina, para evitar así el crecimiento de bacterias que no 

contengan el plásmido. 

7.4. Preparación del cultivo bacteriano para la transformación 

Las bacterias se cultivan en medio líquido LB suplementado con 200 M de 

acetosyringona en agitador orbital a 230 r.p.m., en condiciones de oscuridad, hasta 

alcanzar la densidad óptica deseada para realizar la transformación. La inoculación de los 

explantes se realiza ajustando el cultivo bacteriano a una densidad óptica de 0.1. La 

densidad óptica se mide en espectofotómetro a una longitud de onda de 600 nm. 

7.5. Método de transformación: selección y regeneración de plantas 

transgénicas 

Los explantes de cotiledón de plántulas axénicas de 12 días se transfieren a placas 

petri que contienen medio IK 4.0/4.0 (24 explantes/placa) en el que permanecen 48 horas 

en estufa de oscuridad a 28ºC. A las 48 horas, los explantes se sumergen durante 10 

minutos en el cultivo de Agrobacterium tumefaciens. Tras la inoculación, los explantes se 

secan sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de bacterias y, a continuación, se 

colocan sobre un medio de cocultivo con el envés en contacto con el medio. El medio de 

cocultivo es el IK 4.0/4.0 al que se le añade acetosyringona (3’5’-dimethoxy-4’-

hydroxyacetophenone) esterilizada por microfiltración (Millipore 0,45 m) a una 

concentración final de 200 M. La acetosyringona es una sustancia inductora de los genes 

vir en cepas productoras de octopina de Agrobacterium tumefaciens (Stachel et al., 1985). 

Las bacterias se incuban con los tejidos durante 24 horas, y se mantienen en estufa de 

oscuridad a 28º C, periodo durante el cual se va a producir la transferencia del T-DNA. 
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Para la eliminación de la bacteria los explantes se tratan durante 10-12 minutos con una 

solución que contiene 500 mg/l de cefotaxima. Tras el lavado, los explantes se secan sobre 

papel de filtro y se colocan sobre el medio IK 4.0/4.0 + cefotaxima (400 mg/l), 

permaneciendo 2-3 días en la cámara de cultivo. Finalmente, los explantes se transfieren al 

medio selectivo IKZ (4.0/4.0/1.0) que contiene 100 mg/l de kanamicina y 300 mg/l de 

cefotaxima. Los explantes se cultivan en cámara bajo condiciones estándar de incubación.  

Se precisan varias transferencias al mismo medio selectivo para conseguir el 

desarrollo de ápices individualizables. Estas transferencias se realizan cada 2-3 semanas. A 

los 4-5 subcultivos en medio selectivo conviene eliminar la zeatina para favorecer la 

elongación de los brotes, que ulteriormente se separan y siembran en medio de 

enraizamiento. Los brotes enraizados se multiplican por vía axilar (ver apartado 2.5.), con 

el fin de disponer de varias copias del mismo genotipo. Durante la etapa de propagación 

clonal, una de las copias se utiliza para realizar el test de enraizamiento en medio selectivo 

(medio IA 0.1 con 100mg/l de kanamicina), lo que nos aporta una información muy fiable 

sobre la expresión del gen marcador seleccionable npt II en la planta. 

La determinación del nivel de ploidía en las plantas transgénicas, la aclimatación y el 

trasplante se realizan tal y como se indica en los apartados 2.6. y 2. 7. 

7.6. Medios de cultivo específicos para la transformación 

Medio LB (Luria-Bertani)  (g/l) 
Bactotriptona 
Bacto yeast extract 
NaCl 

10 
  5 
10 

 

Medio de lavado MB2  (g/l) 
Solución mineral 
Sacarosa 
Tiamina.HCL 
Myo-inositol 

MS 
20 
  0.001 
  0.1 
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Medios de cultivo estándar utilizados en la transformación genética 

Etapa del proceso Medio de cultivo Antibiótico (mg/l) 
Kanamicina Cefotaxima 

Precultivo 
Cocultivo 
Lavado 

Cultivo no selectivo 
Cultivo selectivo 
Enraizamiento 

Test de enraizamiento 

IK (4.0/4.0) 
IK (4.0/4.0)* 

MB2 
IK (4.0/4.0) 

IKZ (4.0/4.0/1.0) 
I (0.1) 
I (0.1) 

 
 
 
 

100 
 

100 

 
 

500 
400 
300 

Notas.- 

* En la etapa de cocultivo el medio IK se suplementa con 200 M de acetosyringona. 
Los antibióticos, al igual que la zeatina, inestables al calor, se esterilizan por microfiltración (Millipore 0.45 

m) y se añaden a los medios de cultivo en condiciones de esterilidad. 
 

7.7. Evaluación del nivel de resistencia a la kanamicina en transformantes 

primarios 

El gen bacteriano nptII de Escherichia coli codifica el enzima neomicina 

fosfotransferasa que inactiva por fosforilación antibióticos aminoglicósidos como 

kanamicina, neomicina y geneticina. La expresión de este gen confiere resistencia a estos 

antibióticos que son tóxicos para las células de las plantas y, al transferirse con el gen 

deseado, ofrece un eficaz método de selección del material vegetal transformado. 

La evaluación del grado de inhibición del enraizamiento de los brotes transgénicos se 

realizó a una concentración de 100 mg.l-1 de kanamicina en el medio de enraizamiento 

AIA 0,1 (medio basal enriquecido con 0,1 mg.l-1 de ácido indolacético).  

7.8. Análisis de la expresión del gen delator UidA 

El ensayo histoquímico con X-Gluc (Jefferson et al., 1987) se realizó en plantas que 

habían sido capaces de crecer en el medio de enraizamiento selectivo. Para ello, la sección 

de cada explante se incubó durante 24 horas a 37ºC en solución tamponada con X-Gluc. La 

clorofila de los explantes se eliminó posteriormente con etanol (70%). 

8. CULTIVO DE LAS PLANTAS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE MUTACIONES 

DOMINANTES, SEMIDOMINANTES O ADITIVAS Y MUTACIONES RECESIVAS 

Para la identificación de mutaciones dominantes, semidominantes o aditivas, tras la 

aclimatación y trasplante de los transformantes primarios (ver apartado 2. 7), las plantas se 

cultivaron en invernaderos de cristal tipo capilla con iluminación artificial en contenedores 

de 30 x 30 cm de base y 29 cm de altura utilizando como soporte de cultivo fibra de coco. 
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Los invernaderos en los que se cultivaron las plantas están dotados con un sistema de 

fertirrigación que aporta 8 riegos diarios de aproximadamente 125 ml (de solución de 

riego) por maceta. Los riegos se realizaron cada dos horas entre las 8 y las 22 horas. Las 

características más relevantes de los dos invernaderos en los que se cultivaron las plantas 

se detallan en el apartado correspondiente de resultados en el caso de que se observaran 

diferencias fenotípicas dependientes de ambiente. Las plantas se fenotiparon  observando 

en ellas los caracteres básicos relacionados con el desarrollo vegetativo (i.e.: morfología y 

grado de disección de las hojas, longitud de los internados, tamaño de las estructuras 

vegetativas etc.) y con el desarrollo reproductivo (i.e.: tamaño de la flor, número de 

órganos por verticilo, número de flores, aspecto de la flor, tamaño del fruto, color del fruto 

etc.). Por lo que respecta a la identificación de mutaciones de naturaleza recesiva, se 

cultivan 12 plantas TG2 en el invernadero. Si consideramos que la mutación originada 

como consecuencia de la integración de un inserto1 se produce en un gen cuando el T-

DNA se encuentra en una configuración homocigótica, el tamaño de familia para que, al 

menos, una de las plantas cultivadas tenga esa configuración con una probabilidad de fallo 

(PF) menor del 5% se deduce a partir de la siguiente fórmula: 

 

 

Donde p es igual a 1/4 

 

                                                           
sEsto es así con independencia del número de copias del T-DNA de las plantas transgénicas ya que el 
fenotipo mutante de resultas de la alteración del nivel de expresión de un gen se deberá a la integración de 
una de las copias insertadas. Conviene indicar que con este sistema de cultivo, mutaciones ocasionadas por la 
integración de más de un T-DNA, poco probable desde un punto de vista probabilístico aunque no imposible, 
podrían no ser detectadas. 

N >  
lg PF  

lg (1 – p) 
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1. GENERACIÓN DE UNA COLECCIÓN DE LÍNEAS T-DNA DE TOMATE 

La integración de un T-DNA dentro de la secuencia estructural o los elementos de 

regulación de un gen endógeno puede ocasionar su disrupción y la subsiguiente anulación 

de función. De forma alternativa, la integración del T-DNA corriente arriba o abajo del gen 

puede alterar su nivel de expresión. De esta forma, tras la detección de los efectos que 

produce la anulación de función del gen o un cambio en su nivel de expresión en las 

plantas TG1 (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o aditivos) o en las 

progenies TG2 (mutaciones con efectos recesivos), como el gen está etiquetado por el T-

DNA, se puede abordar la clonación del mismo. Este método de generación de mutantes ha 

llegado a convertirse en una herramienta importante en el campo de la genómica funcional 

y se ha denominado mutagénesis insercional dado el efecto fenotípico que provoca. Una 

aproximación mucho más potente se basa en el empleo de trampas génicas (Springer, 

2000). El interés de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, ya que por 

un lado generan mutaciones de inserción de T-DNA y por otro permiten estudiar el patrón 

de expresión del gen etiquetado. De esta forma, no sólo se pueden hacer inferencias en 

torno a la función del gen etiquetado en un determinado mutante de inserción a través del 

fenotipado en TG1 o TG2, sino que también se puede obtener un panorama bastante 

preciso en torno al patrón de expresión espacio-temporal de dicho gen, ya que, por el 

peculiar diseño de las trampas, la expresión del gen delator mimetiza la expresión del gen 

endógeno etiquetado. 

Un punto crucial de esta estrategia radica en la necesidad de obtener un elevado número de 

líneas para que haya una cierta probabilidad de obtener mutantes, y para ello, es preciso 

disponer de un método eficaz de transformación. Por fortuna, en nuestro laboratorio 

disponemos de un método de transformación de tomate vía Agrobacterium tumefaciens 

que nos proporciona una eficacia útil del 20-25%, lo que supone obtener 20-25 plantas 

transgénicas diploides independientes (es decir, procedentes de eventos independientes de 

transformación) por cada 100 explantes inoculados. 

Empleando este método de transformación, decidimos abordar un programa de genómica 

funcional en tomate basado en la mutagénesis insercional con T-DNA. Por lo que respecta 

a esta Tesis Doctoral, se decidió iniciar el proyecto generando una colección de líneas T-

DNA de tomate (cv P73) con vectores convencionales que sólo portaban un gen marcador 

(nptII) y un gen delator (GFP o uidA). No obstante, teniendo en cuenta las ventajas que 
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proporciona el empleo de trampas génicas, solicitamos al Dr. Jack (Department of 

Biological Sciences; Dartmouth College, USA) una trampa de intensificadores (vector 

pD991) que su grupo estaba empleando en Arabidopsis (Campisi et al., 1999). El Dr. Jack 

nos cedió amablemente el vector y, a partir de ese momento, centramos nuestros esfuerzos 

en la generación de líneas de inserción de tomate con la trampa de intensificadores. 

En la tabla 1 se muestra el número total de líneas T-DNA que se han obtenido en el 

contexto de esta Tesis Doctoral. Empleando vectores convencionales (i.e. cuyo T-DNA 

porta un gen marcador y un gen delator) se obtuvieron 434 plantas transgénicas, de las que, 

tras el análisis por citometría de flujo, se seleccionaron 262 líneas T-DNA diploides. 

Empleando la trampa de intensificadores (vector pD991) se generaron 1800 plantas 

transgénicas, de las que se seleccionaron 960 líneas T-DNA diploides.  

Tabla 1. Número de plantas generadas con diferentes vectores 

Vector 
Número de plantas 

generadas 
Número de plantas 

diploides 

Vector convencional 
(nptII-delator) 434 262 (60,37%) 

Vector pD991  
(trampa de intensificadores) 1800 960 (53,33%) 

Total 2234 1252 (56,04%) 

 

 

 

 

Figura 1. Cultivo de las plantas transgénicas en la cámara de nuestro laboratorio y en el 
invernadero 

Así pues, a lo largo de este proyecto de investigación se han obtenido 2.234 plantas 

transgénicas, de las cuales 1.252 son diploides. En definitiva, considerando como líneas 

T-DNA aquellas que tienen el nivel de ploidía correcto, se ha generado una colección de 

1.252 líneas T-DNA. 
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Las líneas T-DNA obtenidas con vectores convencionales se han utilizado para la 

identificación de mutantes en TG1 (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o 

aditivos) o TG2 (mutaciones con efectos recesivos). En el caso de las líneas T-DNA 

generadas con la trampa de intensificadores, no sólo se llevó a cabo un fenotipado 

exhaustivo en TG1 o TG2 para la identificación de mutantes de inserción, sino que 

también se realizó un análisis de la expresión del delator para detectar elementos de 

regulación de genes implicados en procesos del desarrollo. Por lo que respecta a la 

detección de mutantes, conviene resaltar que en esta Tesis nos centramos en el fenotipado 

de plantas TG1 para la detección de mutantes dominantes, semidominantes o aditivos. 

Debido a la falta de espacio en el invernadero, sólo pudimos abordar la detección de 

mutantes recesivos en una pequeña muestra de progenies TG2. No obstante, al tiempo que 

se realizaba el cultivo y el fenotipado de las TG1, se obtuvieron las progenies TG2 de 

todas las líneas T-DNA (salvo, claro está, en el caso de que exhibieran problemas de 

infertilidad), a fin de que los dos grupos con los que colaboramos en este proyecto de 

mutagénesis insercional en tomate (el grupo de los Dres. Lozano y Angosto de la 

Universidad de Almería y el grupo de la Dra. Bolarín del CEBAS de Murcia) puedan 

realizar el fenotipado de estas progenies en sus invernaderos.     
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN DELATOR EN LÍNEAS T-DNA 

OBTENIDAS CON LA TRAMPA DE INTENSIFICADORES (VECTOR PD991) 

Los análisis de expresión del delator en líneas T-DNA con trampas génicas permiten 

detectar señales de regulación de genes implicados en una amplia gama de procesos. Como 

se ha comentado en el apartado anterior, nosotros hemos empleado una trampa de 

intensificadores (vector pD991) que contiene un promotor mínimo (caja TATA + inicio de 

transcripción) al que se encuentra fusionada la región estructural del gen uidA. El promotor 

mínimo no es capaz de promover un nivel de trascripción detectable, pero su integración 

en el área de actuación de un determinado intensificador debería activar la expresión del 

delator, mimetizando el patrón de expresión que dicho intensificador confiere al gen 

endógeno. 

En este contexto, nos planteamos analizar la expresión del delator en diferentes 

tejidos de plantas cultivadas in vitro, así como en distintos órganos de plantas cultivadas en 

invernadero. Los resultados de estos experimentos se presentan a continuación. 

2. 1. Análisis de la expresión del gen delator en plantas cultivadas in vitro 

El ensayo histoquímico se realizó en un total de 768 plantas transgénicas. Las plantas 

se evaluaron en un estado fisiológico determinado (plantas bien desarrolladas, pero no 

envejecidas, de unos 15 cm de longitud). La expresión del gen delator (uidA) se evaluó en 

4 tipos de tejidos u órganos vegetativos: 

1) Limbo de hoja: se utilizó un segmento de foliolo de una hoja adulta verde que 

incluía el nervio central, tratando de evitar hojas con algún síntoma de 

senescencia. 

2) Peciolo: se utilizó una porción de peciolo del foliolo evaluado. 

3) Tallo: se utilizó un segmento de tallo próximo a la hoja de la que se obtuvo la 

muestra para el análisis de la expresión del delator en foliolo y peciolo. 

4) Raíz: se utilizó un segmento de raíz intermedia, procedente de una zona 

equidistante entre la base del tallo y el ápice radicular. La muestra de raíz 

contenía un segmento de raíz pivotante así como raíces laterales.  
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El resumen de los resultados del análisis se presenta en las tablas 2, 3 y 4. 

Tabla 2. Número de plantas con expresión del gen delator 
distribuidas en función del número de explantes que exhibían tinción 
GUS. 

Nº total de plantas analizadas 768 

Nº de genotipos con expresión GUS en 1 explante    91 (11,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 2 explantes    59   (7,7%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 3 explantes    48   (6,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 4 explantes    40   (5,2%) 

Nº total de genotipos con expresión GUS  238 (31,0%) 
 

Tabla 3. Número de plantas con expresión del gen delator 
distribuidas en función del tipo de explante que exhibía tinción 
GUS. 

Nº total de plantas analizadas 768 

Nº de genotipos con expresión GUS en limbo   91 (11,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en peciolo   96 (12,5%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en tallo 192 (25,0%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en raíz 134 (17,4%) 
 

Tabla 4. Número de plantas con expresión del gen delator en tan 
sólo un explante, de las cuatro analizados. 

Nº total de plantas analizadas 768 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en limbo     2 (0,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en peciolo     7 (0,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en tallo   54 (7,0%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en raíz   28 (3,6%) 
 

De las 768 plantas evaluadas, 238 (31%) mostraron expresión GUS en, al menos, 

uno de los explantes evaluados. La mayor parte de las plantas (91; ~ 12%) exhibía la 

tinción GUS en sólo uno de los tejidos evaluados. Sin embargo, en un elevado porcentaje 

de plantas se producía la expresión del delator en más de un explante. De hecho, en un 

porcentaje considerablemente elevado de plantas detectamos expresión del delator en dos, 

tres, e incluso en los cuatro explantes evaluados (tabla 2).  

En líneas generales, estos resultados son muy similares a los que se obtuvieron en 

nuestro laboratorio tras analizar la expresión del gen delator en líneas T-DNA de tabaco 

con la misma trampa de intensificadores (Antón, 2004). Aunque en aquel caso no se evaluó 

el peciolo de la hoja, el porcentaje de líneas T-DNA de tabaco que exhibía expresión GUS 
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en alguno de los explantes evaluados fue muy similar al que nosotros hemos detectado en 

líneas T-DNA de tomate.  

En concreto, el porcentaje de plantas transgénicas de tabaco con expresión GUS en, 

al menos, uno de los explantes evaluados estaba en torno al 25%. Por otro lado, la mayor 

parte de las plantas exhibía expresión del delator en sólo uno de los explantes evaluados. 

Sin embargo, a diferencia de los resultados que nosotros hemos obtenido en tomate, en el 

trabajo que se realizó en tabaco sólo un 0,84% de los genotipos exhibió expresión del 

delator en todos los explantes que se evaluaron, mientras que nosotros hemos detectado 

expresión del delator en los cuatro explantes en un porcentaje netamente mayor (5,2%). 

Por otro lado, la mayor parte de los eventos de expresión positiva se detectaron en 

tallo (tabla 3). Los análisis realizados en líneas T-DNA de tabaco dieron resultados 

similares (Antón, 2004). Groover et al. (2004) analizaron la expresión del delator en una 

colección de 674 plantas transgénicas de álamo con una trampa de intensificadores, 

observando que el mayor porcentaje de eventos positivos de expresión del delator ocurría 

en tallo (58%). El elevado número de eventos positivos podría deberse a la diversidad de 

tipos celulares presentes en este órgano y a la variedad de funciones que cumplen estos 

tipos celulares como, por ejemplo, todas las relacionadas con el proceso de transporte raíz-

parte aérea. 

Además, los resultados conjuntos obtenidos con tabaco y tomate sugieren que, al 

menos en plantas cultivadas in vitro, la tasa de eventos positivos es mayor en tejidos 

adultos que en tejidos más jóvenes. Por ejemplo, en el trabajo que se realizó en tabaco, el 

mayor número de eventos de expresión del gen delator se dio en hoja adulta (~ 15% de las 

plantas), mientras que en hoja joven se detectaron muchos menos eventos de expresión (~ 

5% de las plantas). En el experimento realizado con líneas T-DNA de tomate cultivadas in 

vitro no se realizaron ensayos con hojas en diferentes estados ontogénicos; sin embargo, 

como se comentará en un apartado posterior, en los ensayos realizados con estas mismas 

líneas T-DNA cultivadas in vivo (i.e. en invernadero) sí se realizaron este tipo de análisis y 

los resultados fueron totalmente concordantes con lo observado en tabaco.  

Un aspecto interesante es que se han identificado líneas T-DNA de tomate que sólo 

expresan el delator en una de las cuatro estructuras vegetativas analizadas. En efecto, 2 

líneas expresan el delator sólo en hoja, 7 lo expresan solamente en peciolo, 54 lo expresan 

sólo en tallo y 28 lo expresan solamente en raíz. Esto podría indicar que, en algún caso 
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concreto, se ha etiquetado un elemento regulador específico de un cierto órgano o un tipo 

celular de un determinado órgano. En todo caso, de momento no se pueden extraer 

conclusiones porque para ello haría falta un estudio más exhaustivo y, además, no se puede 

excluir que in vitro se expresen ciertos genes que no lo hacen in vivo, y a la inversa. 

Además de que pueda haber una expresión diferencial de ciertos genes in vitro – in 

vivo, es bastante probable que en ciertas formas (o técnicas) de cultivo in vitro se expresen 

ciertos genes que sólo lo hacen in vivo ante ciertas situaciones de estrés. Esto no tiene 

porqué ocurrir en plantas cultivadas in vitro obtenidas a partir de cultivo de ápices 

meristemáticos y/o yemas axilares (i.e. mediante propagación clonal). Sin embargo, sí es 

bastante probable que ocurra en las plantas que se han obtenido a partir de explantes 

primarios o de protoplastos y más aún en los callos procedentes de explantes o de 

protoplastos. De hecho, el cultivo in vitro es una situación excepcional para las células 

vegetales y el estrés al que las células se ven sometidas puede hacer que se expresen genes 

de respuesta a estrés.  

Teniendo en cuenta estas consideraciones, cabe pensar que el porcentaje de eventos 

positivos debería ser notablemente mayor si en lugar de analizar tejidos de plantas se 

hubieran analizado inóculos de callo. De hecho, Wu et al (2003) analizaron la expresión 

del delator (uidA) en callos de una colección de plantas de arroz transformadas con una 

trampa de intensificadores y detectaron un 84% de eventos positivos.  

Siguiendo con la misma línea de argumentación, cabría esperar que en ciertos tipos 

celulares o estructuras que a lo largo del desarrollo ontogénico sufren un proceso de 

desecación extremo (e.g. polen, embriones) se detectara también expresión en un gran 

número de genes ya que en este tipo de células o estructuras se produce la expresión de una 

cascada de genes relacionados con el estrés. Las observaciones de Ko & Kamada (2002) 

son coherentes con esta hipótesis, ya que los autores detectaron un 64% de eventos de 

expresión positiva en embriones somáticos de zanahoria transformados con una trampa de 

intensificadores.  

Para terminar con los comentarios en torno a nuestros análisis con líneas T-DNA de 

tomate cultivadas in vitro, conviene resaltar que hemos detectado una extensa variedad de 

patrones de tinción GUS en las líneas evaluadas. Algunos eran específicos de tejido 

mientras que otros exhibían un patrón de tinción ubicuo (figura 2).  
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Figura 2. Expresión del delator (uidA) en diferentes estructuras vegetativas de plantas 
cultivadas in vitro: a) expresión en haces conductores del limbo; b) expresión ubicua en 
limbo; c) expresión en haces conductores del peciolo; d) expresión ubicua en peciolo; e) 
expresión en la epidermis del tallo; f) expresión ubicua en tallo; g) expresión en la cofia 
radicular, h) expresión ubicua del delator en raíz. 
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2. 2. Análisis de la expresión del gen delator en plantas cultivadas in vivo 

El ensayo histoquímico con X-Gluc se llevó a cabo en estructuras vegetativas y 

reproductivas de plantas cultivadas en el invernadero.  

Por lo que respecta al análisis de las estructuras vegetativas, se tomaron muestras de 

plantas jóvenes en el momento en el que habían desarrollado la tercera inflorescencia y la 

expresión del delator se evaluó en 836 genotipos utilizando los siguientes explantes: 

1) Limbo: se utilizó un segmento de foliolo de una hoja adulta verde que incluía el 

nervio central, tratando de evitar hojas con algún síntoma de senescencia. 

2) Peciolo: se utilizó una porción del peciolo de la hoja evaluada. 

3) Raquis: se utilizó una porción del raquis del foliolo evaluado. 

4) Tallo: se utilizó un segmento de tallo próximo a la hoja de la que se obtuvo la 

muestra para el análisis de la expresión del delator en raquis, foliolo y peciolo. 

Asimismo, se analizó la expresión del delator en la raíz de 114 genotipos. Para ello, 

se utilizaron segmentos de raíces laterales de plantas adultas justo antes de que se retiraran 

del invernadero. 

Además, en algunos genotipos quisimos comparar la expresión del delator en 

diferentes fases del desarrollo de la hoja. Este experimento se realizó en dos campañas: la 

primera correspondió a la cosecha de primavera-verano y se evaluaron 131 genotipos; la 

segunda campaña correspondió a la cosecha de invierno-primavera y se evaluaron 194 

genotipos. En ambos experimentos, los análisis se realizaron en plantas adultas y las 

muestras se cogieron de las siguientes partes de la planta: 

1) Parte apical de la planta: se tomaron muestras de hojas jóvenes. 

2) Parte intermedia de la planta: se tomaron muestras de hojas adultas 

3) Parte basal de la planta: se tomaron muestras de hojas con síntomas visibles de 

senescencia. 

De las tres partes de la planta se analizó la expresión del delator en muestras de 

limbo, peciolo y tallo.  
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En cuanto al análisis de la expresión del delator en estructuras reproductivas, se 

evaluaron flores en tres estadios de desarrollo, así como frutos recién cuajados.  

El análisis de expresión GUS en flor se llevó a cabo en 818 genotipos evaluando los 

siguientes estadios de desarrollo de la flor (figura 3): 

1) Botón floral de ~1 cm  

2) Flor en pre-antesis. 

3) Flor en antesis. 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estadios de la flor en los que se llevó a cabo el análisis del 
delator. En la parte inferior de la foto se muestra el corte longitudinal que se 
realizaba en la flor para identificar el órgano o tejido en el que se expresaba 
el delator. 

En los tres estadios del desarrollo de la flor, se analizó la expresión del delator en los 

cuatro verticilos de la flor. 

El análisis en fruto se llevó a cabo en 717 genotipos. En cada genotipo se analizó la 

expresión del delator en frutos recién cuajados. 

1 2 3 
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2.2.1. Expresión del gen delator en estructuras vegetativas 

El resumen de los resultados del análisis se presenta en las tablas 5, 6 y 7. 

Tabla 5. Número de plantas con expresión del gen delator en función 
del número de estructuras con tinción GUS. 

Nº total de plantas  836 

Nº de genotipos con expresión GUS en 1 explante   45   (5,4%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 2 explantes   36   (4,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 3 explantes   44   (5,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en 4 explantes   81   (9,7%) 

Nº total de genotipos con expresión GUS 206 (24,6%) 
 

Tabla 6. Número de plantas con expresión del gen delator en función 
del tipo de explante con tinción GUS. 

Nº total de plantas  836 

Nº de genotipos con expresión GUS en limbo 164 (19,6%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en peciolo 151 (18,1%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en raquis 117 (14,0%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en tallo 141 (16,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en raíz*   16 (14,0%) 
 

Tabla 7. Número de plantas con expresión específica del gen delator. 

Nº total de plantas  836 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en limbo   14   (1,7%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en peciolo     4   (0,5%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en raquis     4   (0,5%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en tallo   23   (2,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en raíz*     4   (3,5%) 
 

Como puede verse en la tabla 5, en torno al 25% de los genotipos exhibieron 

expresión del delator en alguno de los explantes analizados. Conviene indicar este 

porcentaje es muy similar al obtenido con las líneas T-DNA cultivadas in vitro (31%). De 

hecho, la mayor parte de las plantas que expresaron el delator in vitro también lo hacían in 

vivo (83%).  

En la mayor parte de los casos, los patrones de expresión del delator fueron muy 

similares en ambos tipos de análisis (in vitro – in vivo). A título de ejemplo, el genotipo 

                                                 
* Sólo se evaluaron 114 genotipos 
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779 ET73 exhibió una expresión alta del delator en peciolo, limbo y tallo, tanto in vitro 

como in vivo. En el genotipo 129 ET73 se detectó una expresión tenue del delator en tallo, 

y esto ocurría tanto in vitro como in vivo. En el genotipo 297 ET73 se observó la expresión 

del delator en los haces vasculares del tallo in vitro e in vivo. Otro ejemplo lo constituye el 

genotipo 331ET73, en el que se detectó que, tanto in vitro como in vivo, la expresión del 

delator era de tipo constitutivo. Lo curioso en este caso es que la expresión en los haces 

vasculares era más intensa que en el resto de las células (in vitro e in vivo). En el genotipo 

785 ET73 se observó que la expresión del delator se producía en los haces vasculares del 

peciolo y del tallo, así como en los nervios de las muestras de limbo que se utilizaron para 

llevar a cabo los análisis in vitro e in vivo.  

En definitiva, en la mayor parte de los genotipos existió correlación entre los 

resultados obtenidos in vitro e in vivo, tanto en el tipo de estructura que exhibía tinción 

GUS como en el patrón y la intensidad de expresión del delator. 

En algunos casos lo que ocurría es que la intensidad de la expresión del gen delator 

era diferente. Por ejemplo, en el genotipo 172 ET73 se observó una expresión tenue del 

delator en limbo, peciolo y tallo in vitro y una expresión intensa in vivo. En el genotipo 

254ET73 ocurrió lo contrario, ya que el nivel de expresión del delator in vitro fue intenso 

en limbo, peciolo y tallo, mientras que in vivo la expresión del delator en estas mismas 

estructuras era tenue. En estos casos, el diferente nivel de expresión del gen UidA podría 

deberse a distintos grados de expresión del gen endógeno como consecuencia de las 

diferentes condiciones medioambientales en las que se encuentra cultivada la planta (in 

vitro e in vivo). 

No obstante, como era de esperar, en unos pocos genotipos se observaron 

discrepancias entre los resultados obtenidos in vitro e in vivo. En los casos más extremos, 

lo que se observó fue la expresión en una o varias estructuras vegetativas en uno solo de 

los dos análisis, in vitro o in vivo. Por ejemplo, en el genotipo 489 ET73 se observó 

expresión del delator en los haces vasculares del raquis y del tallo en el análisis realizado 

con plantas cultivadas in vivo; sin embargo, en el análisis previo que se había llevado a 

cabo in vitro no se había observado expresión del delator en los elementos conductores de 

estos explantes. El genotipo 220 ET73 exhibió un elevado nivel de expresión del delator en 

limbo, peciolo y tallo pero sólo in vitro, ya que in vivo no se detectó expresión del delator.  
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En los casos concretos en los que se observaron discrepancias (in vitro e in vivo), 

podría haber ocurrido algún problema relacionado con la prueba histoquímica en las 

muestras que no dieron expresión del delator. En todo caso, no cabe descartar la 

posibilidad de que se haya etiquetado el elemento de regulación de algún gen cuya 

expresión es dependiente de las condiciones medioambientales (in vitro o in vivo) en las 

que se cultivaron las plantas. 

Con independencia de la causa subyacente de la discrepancia en ciertos casos, lo que 

resulta notable es que el grado de concordancia entre los resultados obtenidos in vitro e in 

vivo es mayor que el número de discrepancias. 

Anteriormente, al comentar los resultados que habíamos obtenido con las línea T-

DNA de tomate cultivadas in vitro hacíamos énfasis en la cautela que hay que tener a la 

hora de interpretar estos datos, por la posibilidad de que in vitro se expresen ciertos genes 

que no lo hacen in vivo, o a la inversa. De hecho, es bastante probable que los resultados 

hubieran sido diferentes si los análisis in vitro se hubieran hecho con muestras de las 

plantas transgénicas recién obtenidas en lugar de con plantas TG1 propagadas clonalmente 

por cultivo de ápices meristemáticos y/o yemas axilares. Sea como sea, lo cierto es que en 

general los resultados que hemos obtenido in vitro son concordantes con los obtenidos in 

vivo. Así pues, si se toman las debidas precauciones, parece claro que los análisis con 

estructuras de tipo vegetativo de plantas crecidas in vitro pueden dar una cierta idea de lo 

que va a obtenerse con plantas cultivadas in vivo: es decir, los resultados obtenidos in vitro 

no parecen ser artefactos, sino que derivan de la expresión de genes que también lo hacen 

in vivo. 

Por otro lado y siguiendo con los resultados que se obtuvieron con las plantas 

cultivadas in vivo, el porcentaje de plantas con tinción GUS en limbo, peciolo, raquis, tallo 

o raíz fue similar (tabla 6). 

En lo que respecta a genotipos que exhibieron expresión específica del delator, es 

decir, que sólo expresaron el delator en uno de los explantes evaluados, el mayor 

porcentaje de eventos de tinción GUS se dio en raíz (3,5%) y tallo (2,8%), mientras que en 

raquis (0,5%) y peciolo (0,5%) se detectaron menos eventos de expresión (tabla 7). En 

estos casos es bastante probable que se haya etiquetado algún elemento de regulación 

específico de tejido. 
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De forma similar a lo que se ha observado en trabajos con otras especies, nuestros 

resultados indican que el uso de una trampa de intensificadores genera una alta frecuencia 

de eventos positivos de expresión GUS (en torno al 25% de los genotipos muestran 

expresión del delator en alguno de los explantes analizados).  

Por ejemplo, Wu et al (2003) detectaron que entre un 25 y 59% (en función del tipo 

del órgano evaluado) de líneas T-DNA de arroz generadas con una trampa de 

intensificadores expresaban el delator. Además, detectaron que el 15% de las plantas 

expresaba el delator en un sólo tejido, el 9% en sólo dos tejidos y más del 45% de las 

plantas lo expresaban en 3 o más tejidos. Yang et al (2004) evaluaron una colección de 

plantas transgénicas de arroz con otra trampa de intensificadores y observaron que la 

frecuencia de expresión GUS tanto en hoja como en raíz estaba en torno al 24%. En el 

trabajo de Johnson et al (2005), en el que evalúan una colección de plantas de arroz 

transformadas con una trampa de intensificadores (sistema GAL4), los autores detectaron 

una frecuencia de activación del delator del 32%, muy similar, según indican, a la que se 

detectó en Arabidopsis empleando la misma trampa (http://enhancertraps.bio.upenn.edu).  

En definitiva, es bastante habitual detectar un elevado número de eventos de 

expresión del delator cuando se emplea esta estrategia. En este sentido, se ha sugerido que 

el empleo de una trampa de intensificadores hace que una mayor proporción de insertos 

desencadene la expresión del gen delator y por tanto resulta más efectivo para la 

identificación de funciones génicas en estudios de genética inversa (Greco et al, 2001).  

Por el contrario, el uso de trampas de promotores o de genes genera un menor 

porcentaje de eventos de expresión, debido a que la activación del gen delator viene 

determinada no sólo por la orientación sino también por el punto de inserción (exón o 

intrón). 

Por ejemplo, empleando una trampa de genes, Chin et al (1999) detectaron que tan 

sólo un 8% de las líneas de arroz expresaban GUS en distintos tejidos de la panícula. De 

forma similar, en el trabajo de Jeon et al. (2000) los autores sólo detectaron el 1,6-2,0% de 

líneas de arroz que mostraban actividad GUS en hoja, raíz, flores maduras y semillas en 

desarrollo. Por otro lado, Muthukalianan et al (2003) evaluaron una colección de plantas 

transgénicas de arroz con una trampa de promotores y observaron que el porcentaje de 

plantas que expresaban el delator en alguno de los órganos evaluados rondaba el 10%. 
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Por otro lado, en nuestras líneas T-DNA de tomate se han detectado muchos patrones 

diferenciales de expresión en relación con el lugar concreto en el que se identificaba dicha 

expresión. Es decir, algunos tejidos exhibían una intensa expresión del gen delator 

mientras que en otros la expresión era muy tenue, lo que sugiere diferencias en lo que 

respecta al nivel de expresión que promueve el elemento de regulación etiquetado.  

En otros casos, las diferencias no se debían solamente a la intensidad de expresión 

del gen delator, sino que estaban relacionadas con el lugar específico en el que verificaba 

la expresión. Por ejemplo, en ciertas hojas de algunos genotipos había expresión en toda la 

superficie analizada, incluyendo limbo, nervio central y nervios laterales; en cambio, en 

otros genotipos la expresión se detectó sólo en el nervio central o en el limbo del foliolo. 

En ocasiones, la expresión se detectaba sólo en ciertas células del limbo o en las células 

más cercanas al nervio central, mientras que en otros casos lo que se observaba era la 

expresión del gen delator en un determinado sector. Esta especificidad en el patrón de 

expresión, en lo que se refiere a la intensidad y localización ocurrió en todos los explantes 

evaluados.  

En algunos casos, la tinción GUS era más intensa en las zonas de corte, lo que podría 

indicar la detección de un gen que se activa como respuesta a una herida.  

Asimismo, en ciertos genotipos se ha podido detectar la expresión del delator en 

tricomas o en estomas (ver ejemplos en figura 4).  

En lo que se refiere a las células específicas en las que se detecta la expresión del 

delator conviene señalar que, en comparación, la observación microscópica de la tinción 

GUS es tremendamente más sensible que la de otros genes delatores (e.g.: GFP o Luc) ya 

que permite su detección en una o pocas células (Topping et al, 1994; Sundaresan et al, 

1995; Campisi et al, 1999; He et al, 2001).  

En definitiva, el sistema que hemos empleado permite determinar el patrón espacial 

de expresión de elementos de regulación de genes muy diversos mediante la expresión del 

gen delator. Así pues, disponemos de una enorme colección de genes que se expresan en 

diferentes células, tejidos u órganos de tomate que pueden ser estudiados en un futuro con 

mayor detalle. 
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Figura 4. Expresión del delator en diferentes estructuras vegetativas: a) expresión 
en células del mesófilo del foliolo; b) expresión en haces conductores del foliolo; c) 
expresión en haces vasculares y epidermis del raquis de la hoja; d) expresión en 
tricomas del tallo; e y f) expresión del delator en células guarda de limbo y peciolo 
respectivamente (mismo genotipo); g) expresión en haces vasculares y epidermis del 
peciolo; i) expresión ubicua del delator en tallo. 
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2.2.2. Expresión del delator en diferentes fases del desarrollo de la hoja 

La última fase del desarrollo de la hoja implica un proceso de senescencia foliar. La 

senescencia foliar es un tipo de muerte celular programada caracterizada por la pérdida de 

clorofila, lípidos, proteínas totales y RNA (Smart, 1994; Gan y Amasino, 1997) y va 

acompañada de una serie de cambios en la expresión génica (He et al, 2001). Una gran 

parte de los genes que se están expresando en hojas no senescentes, como por ejemplo los 

que están relacionados con la fotosíntesis, dejan de hacerlo durante la senescencia mientras 

que otros genes suelen inducirse en estas condiciones. 

Nosotros quisimos realizar un estudio preliminar para ver si éramos capaces de 

identificar secuencias reguladoras de genes que se activen o inactiven en función de la fase 

de desarrollo de la hoja. Utilizando plantas que ya habían desarrollado la séptima 

inflorescencia, pudimos recoger muestras de hoja de las zonas más jóvenes de la planta (la 

región más apical de la misma), de las zonas intermedias de la planta (donde se 

encontraban las hojas adultas que ya habían alcanzado su tamaño máximo) y de las zonas 

de la base de la planta (donde se encontraban hojas con notables síntomas de senescencia). 

Además, se tomaron muestras de tallo próximo a la hoja seleccionada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Detalle de las hojas empleadas para el análisis del delator. De izquierda a derecha, hoja 
joven, adulta y con síntomas de senescencia. 
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El análisis se llevó a cabo con 131 plantas cosechadas en la campaña de primavera-

verano 2004 (experimento 1) y con 194 plantas que se cosecharon en la campaña de 

invierno-primavera 2005 (experimento 2). Los resultados pueden verse en la tabla 8. 

Tabla 8. Número de plantas con expresión del gen delator en función de la fase del 
desarrollo de la hoja (o del tallo próximo a la hoja en cuestión) 

  Experimento 1 Experimento 2 
 Nº de plantas analizadas 131 194 

Te
jid

o 
jo

ve
n 

Nº de plantas con expresión en limbo 16 (12,2%)   6 (3,1%) 

Nº de plantas con expresión en peciolo 14 (10,7%)   7 (3,6%) 

Nº de plantas con expresión en tallo 15 (11,5%)   6 (3,1%) 

Te
jid

o 
ad

ul
to

 Nº de plantas con expresión en limbo 28 (21,4%) 16 (8,2%) 

Nº de plantas con expresión en peciolo 18 (13,7%) 13 (6,7%) 

Nº de plantas con expresión en tallo 36 (27,5%) 15 (7,7%) 

Te
jid

o 
se

ne
sc

en
te

 Nº de plantas con expresión en limbo 34 (26,0%) 22 (11,3%) 

Nº de plantas con expresión en peciolo 18 (13,7%) 17 (8,8%) 

Nº de plantas con expresión en tallo 50 (38,2%) 27 (13,9%) 

Tal y como puede verse en la tabla 8, en general el porcentaje de eventos de 

expresión del delator va aumentando con el estado de desarrollo del tejido evaluado. Es 

decir, en los tejidos más adultos (principalmente, tejidos senescentes) hay un mayor 

porcentaje de eventos positivos. En nuestras condiciones de cultivo y con nuestras plantas, 

este hecho ocurre tanto en el análisis realizado con las plantas cultivadas en la campaña 

otoño-invierno como en las cultivadas en la campaña primavera-verano.  

Algunas de las plantas evaluadas expresaron el delator de forma constitutiva, es 

decir, en los tejidos de las tres zonas evaluadas, lo que parece indicar que el delator se 

activó bajo la influencia de un elemento de regulación que promueve una expresión ubicua. 

En otros casos, la expresión del delator se produjo principalmente en tejidos más jóvenes 

mientras que no se detectó expresión en los tejidos adultos. Este tipo de resultados podría 

indicar que el delator se encuentra en el área de actuación de un elemento de regulación 

que se inactiva en las zonas más adultas o senescentes. No obstante, lo que se detectó en un 

elevado número de casos fue la expresión del delator en zonas adultas y, en especial, 

senescentes, lo que sugiere que la trampa se ha insertado en el área de actuación de un 

elemento de regulación que promueve la expresión de genes en tejidos adultos o en 

proceso de senescencia. 
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Tras la obtención de una colección de más de 1000 plantas transgénicas de tabaco 

con el vector pD991, en nuestro laboratorio se realizó un estudio preliminar con 132 

plantas para tratar de detectar elementos de regulación relacionados con la senescencia de 

las hojas (Antón, 2004). Para ello se diseñó un experimento en el que cada genotipo se 

cultivó en fotoperiodo o, alternativamente, en oscuridad continua (unas condiciones 

inductoras de senescencia). Los análisis de expresión permitieron detectar un genotipo que 

mostraba la expresión del gen delator sólo en condiciones de senescencia.  

Campisi et al (1999) generaron una colección de plantas transgénicas de Arabidopsis 

con la misma trampa de intensificadores que nosotros hemos empleado en este trabajo. 

Comprobaron que, aproximadamente, el 16% de las líneas transgénicas expresaba el 

delator durante la senescencia floral. Posteriormente, He et al (2001) analizaron 1300 de 

las líneas generadas por Campisi et al (1999) con el fin de identificar genes que se 

expresaran específicamente en hojas senescentes. Los autores detectaron que el 11% de las 

líneas expresaba el delator sólo en hojas senescentes y clonaron tres genes relacionados 

con senescencia. En definitiva, esta estrategia puede resultar muy útil para identificar 

elementos de regulación de genes asociados a procesos de senescencia. 

Por otro lado, los resultados que hemos obtenido con líneas T-DNA de tomate 

indican que las plantas cultivadas durante la campaña de primavera-verano (los análisis se 

realizaron en julio) muestran un mayor porcentaje de eventos de expresión del delator que 

las que se cultivaron durante la campaña de invierno-primavera (los análisis se realizaron 

en marzo). Conviene indicar que las plantas que se cultivaron durante la campaña 

primavera-verano se encontraban expuestas a diferentes tipos de estrés abiótico (térmico) y 

biótico (plagas y virus) debido a las altas temperaturas que se alcanzan en nuestros 

invernaderos durante este periodo. En estas condiciones medioambientales se activa un 

elevado número de genes de respuesta a estrés, y por tanto, la probabilidad de detectar 

eventos de expresión positiva es mayor. Es más, no se puede descartar la posibilidad de 

haber etiquetado algún elemento de regulación que se active en condiciones específicas de 

estrés. En cualquier caso, conviene ser cautos ya que el número de genotipos analizado fue 

limitado (131 en el primer experimento y 194 en el segundo) y los genotipos que se 

analizaron no fueron los mismos en ambas campañas. 
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2.2.3. Expresión del gen delator en flores 

Los análisis de expresión del delator en flores se llevaron a cabo en tres estadios de 

desarrollo de la flor: botón floral, preantesis y antesis. La tabla 9 resume el número de 

flores que exhibió expresión del delator en los tres estadios de desarrollo. 

Tabla 9. Número de plantas con expresión del gen delator en flores. 

Nº total de plantas analizadas 818 

Nº de genotipos con expresión GUS en flor en estadio de botón floral 251 (30,6%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en flor en estadio de preantesis 236 (28,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en flor en estadio de antesis 298 (36,4%) 
 

En conjunto, los resultados indican que el número de plantas que expresan el delator 

en las flores de líneas T-DNA de tomate es muy elevado. No obstante, nuestros resultados 

no son muy diferentes a los observados en líneas T-DNA de Arabidopsis (Sundaresan et al, 

1995; Campisi et al, 1999). En concreto, en el trabajo realizado por Campisi y 

colaboradores (emplean la misma trampa de intensificadores que nosotros), el porcentaje 

de plantas con expresión del delator es del 31%, mientras que en el realizado por 

Sundaresan y colaboradores (las plantas transgénicas portan una trampa de intensificadores 

diferente a la anterior), un 48% de plantas exhibía expresión del delator en inflorescencias. 

Uno de los resultados que nos interesaba conocer era el número de plantas que 

mostraba expresión del delator asociado a un determinado estadio del desarrollo de la flor. 

Pudimos comprobar que en algunos genotipos la expresión del delator sólo se detectaba en 

botón floral, en otros sólo había expresión en preantesis y en otros sólo en antesis (tabla 

10a). En total, el 15% de los genotipos analizados expresan el delator en un sólo estadio de 

desarrollo de la flor. Estos resultados podrían indicar que se han etiquetado elementos 

reguladores de algunos genes que se expresan en estadios muy concretos del desarrollo 

floral.  

Por otro lado, pudimos comprobar que algunos genotipos expresaban el delator en 

dos de los tres estadios de desarrollo de la flor que analizamos. En concreto, esto ocurría en 

el 18% de los genotipos (tabla 10b). Algunos de los datos que hemos obtenido requieren 

una ulterior verificación y un estudio más riguroso. Por ejemplo, en un 5% de los 

genotipos hemos detectado expresión del delator en botón floral y antesis, pero no en 

preantesis. En estos casos la ausencia de expresión del delator en preantesis podría deberse 

a algún problema relacionado con el ensayo histoquímico, pero no cabe descartar que se 
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haya detectado un elemento regulador de un gen que se active en fases tempranas y tardías 

del desarrollo de la flor. Si así fuera, se trataría de genes que tienen un modo de acción 

complejo, ya que se activarían en una fase temprana del desarrollo de la flor, se 

inactivarían en una fase intermedia, y volverían a activarse en una fase más tardía. 

Además, en otros genotipos (en torno al 15%; tabla 10c) se detectó la expresión del 

delator en los tres estadios del desarrollo de la flor que se analizaron. En este caso, cabe la 

posibilidad de que el delator se haya activado por elementos reguladores que rigen la 

expresión de genes implicados en las diferentes etapas del desarrollo de la flor. 

Tabla 10. Número de plantas con expresión del gen delator en flores. 

a. Expresión del delator en un solo estadio del desarrollo de la flor  

Estadio en el que se detecta expresión del delator Nº genotipos 

Botón floral   64   (7,8%) 

Preantesis   11   (1,3%) 

Antesis   51   (6,2%) 

Total 126 (15,4%) 

b. Expresión del delator en dos estadios del desarrollo de la flor  

Estadios en los que se detecta expresión del delator Nº genotipos 

Botón floral y preantesis   22   (2,7%) 

Botón floral y antesis   44   (5,3%) 

Preantesis y antesis   82 (10,0%) 

Total 148 (18,1%) 

c. Expresión del delator en los tres estadios del desarrollo de la flor  

Estadios en los que se detecta expresión del delator Nº genotipos 

Botón floral, preantesis y antesis 110 (14,7%) 
Nota: se evaluaron 818 genotipos. 

Conviene indicar que el patrón de expresión del delator fue característico en cada 

genotipo y la forma de representar los datos en las tablas anteriores (tablas 9 y 10) no 

permite hacerse una idea de los órganos o tejidos en los que se detectó la expresión del 

delator (ver figura 5). En este sentido, algunos genotipos pueden tener un enorme interés, 

no tanto por el estadio de desarrollo en el que se detecta la expresión sino más bien por el 

tipo de órgano o tejido en el que se detecta dicha expresión. Por esa razón, a la hora de 

seleccionar líneas concretas, se analizó el tipo de tejido u órgano de la flor que mostraba 

expresión. El resumen de los resultados del análisis se presenta en las tablas 11, 12, 13 y 

14. 
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Tabla 11. Número de plantas con expresión del gen delator en los distintos 
verticilos de la flor. 

Nº total de plantas analizadas 818 

Nº de genotipos con expresión GUS en sépalo   56   (6,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en pétalo   48   (5,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en estambre 359 (43,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en pistilo 158 (19,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en flores 395 (48,3%) 
 

Tabla 12. Número de plantas con expresión del gen delator en sólo uno de los 
verticilos de la flor 

Nº total de plantas analizadas 818 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en sépalo     1   (0,1%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en pétalo     3   (0,4%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en estambre 219 (26,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en pistilo   24   (2,9%) 
 

Tabla 13. Número de plantas con expresión del gen delator en diferentes partes 
del pistilo. 

Nº total de plantas analizadas 818 

Nº de genotipos con expresión GUS en estigma   38   (4,6%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en estilo   43   (5,2%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en ovario   56   (6,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en óvulos   25   (3,1%) 
 

Tabla 14. Número de plantas con expresión del gen delator en sólo una de las 
diferentes partes del pistilo. 

Nº total de plantas analizadas 818 

Nº de genotipos con expresión GUS en estigma     4  (0,5%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en estilo     9  (1,1%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en ovario     7  (0,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en óvulos     2  (0,2%) 
 

La primera conclusión que se puede extraer de los resultados es que el número de 

eventos positivos de expresión del delator en estambres es extraordinariamente alto (~ 

44%, tabla 11). De hecho, más extraño resulta que en el 27% de las plantas sólo se exprese 

el delator en estambres (tabla 12).  
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Campisi et al (1999) tan sólo detectaron el 2,6% de eventos de expresión en anteras 

al evaluar la colección de 11.370 plantas transgénicas de Arabidopsis que portaba la misma 

trampa de intensificadores que nosotros hemos empleado. En el trabajo de Johnson et al. 

(2005) realizado con plantas transgénicas de arroz obtenidas con una trampa de 

intensificadores (basada en el sistema GAL4), los autores observaron un 3% de eventos de 

expresión positiva en estambres. En cambio, Wu et al (2003) observaron un 25% de 

eventos de expresión del delator en estambres/pistilo en otra colección de arroz transgénico 

con una trampa de intensificadores. 

Con relación a la expresión en estambres, nosotros pensamos que muchos de los 

eventos de expresión que hemos observado podrían ser falsos positivos, especialmente 

aquellos en los que se detectó un patrón de expresión tenue. En este sentido, haciendo 

análisis más detallados, nos dimos cuenta que algunas flores del testigo emitían una tinción 

residual de color azul tenue (no conocemos exactamente la causa) que se parecía mucho a 

tinciones que habíamos considerado positivas en estambres de plantas transgénicas. Esto 

nos llevó a analizar, de nuevo, todos los verticilos de flores de plantas del cultivar original 

(no transgénico) para verificar que estas tinciones no aparecían en otros tejidos y que sólo 

se producían eventualmente en estambres. Afortunadamente, pudimos comprobar que, en 

efecto, la expresión residual sólo ocurría en estambres y, por tanto, los datos que aparecen 

en las tablas anteriores (con la excepción, claro esta, de los correspondientes a estambres) 

son correctos.  

El problema de las tinciones en estambres se pudo solucionar con la adición de una 

determinada concentración de metanol al sustrato. Haciendo el análisis de esta forma, ya 

no aparece la tinción residual en estambres. El problema es que, cuando fuimos capaces de 

solventar el problema, la colección estaba ya evaluada y no teníamos espacio en el 

invernadero para cultivar de nuevo todos los genotipos y repetir la evaluación en 

estambres. Por ello, a la hora de seleccionar genotipos concretos que puedan resultar 

interesantes porque (en principio) expresan el delator en estambres, lo que convendría es 

seleccionar aquellos que exhiban una expresión intensa y verificar el resultado usando el 

sustrato modificado. 

Por otro lado, se han identificado algunos genotipos en los que sólo se ha detectado 

la expresión del delator en un determinado verticilo (tabla 12). En este sentido, conviene 

resaltar que sólo se detecto 1 línea T-DNA con expresión en sépalo y 3 con expresión en 

pétalo.   
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Otro dato que tiene un gran interés es que en torno al 2,9% de los genotipos sólo 

expresaba el delator en pistilo (tabla 12). Teniendo en cuenta las múltiples aplicaciones que 

puede tener la identificación de elementos de regulación de genes específicos de ovario, 

decidimos analizar la parte del pistilo en la que se producía el evento de expresión.  

Así pues, se evaluaron de forma más detallada los genotipos que mostraban 

expresión GUS en el pistilo (tabla 13). En este sentido, se han identificado 4 genotipos que 

sólo expresan el delator en estigma, 9 que sólo lo expresan en estilo, 7 que sólo lo expresan 

en ovario y 2 que expresan el delator únicamente en óvulos (tabla 14). Como consecuencia, 

es posible que se hayan detectado elementos de genes que se expresan específicamente en 

este tipo de órganos.  

Por último, hemos procesado los datos basándonos por un lado en el estadio de 

desarrollo en el que se detecta algún patrón de expresión del delator, y por otro en el tipo 

de órgano en el que observamos dicho patrón de expresión. La combinación de estos 

resultados nos ha permitido seleccionar algunas líneas interesantes sobre la base tanto del 

patrón temporal de expresión del delator (e.g. expresión en uno o varios estadios del 

desarrollo floral) como de su patrón de expresión espacial (e.g. expresión en polen).  

Por ejemplo, el genotipo 495ET73 exhibe un intenso nivel de expresión del delator 

en estambres sólo en el estadio de botón floral (figura 5b). Si esto es así, es posible que se 

haya etiquetado un elemento de regulación de un gen implicado en los primeros estadios de 

desarrollo de las anteras. En el genotipo 788ET73 se detecta un nivel tenue de expresión 

del delator en anteras en el estadio de botón floral y un nivel de expresión más intenso en 

los estadios de preantesis y, sobre todo, en antesis (figura 5k y 5n). En este caso, quizá se 

haya etiquetado un elemento regulador de un gen relacionado con la maduración del grano 

de polen. En el genotipo 90ET73 observamos que la expresión del delator sólo ocurría en 

el estigma de la flor y, concretamente, en los estadios de preantesis y antesis (figura 5f). En 

este genotipo, podríamos haber etiquetado un gen que regula el proceso de polinización de 

la flor. Desde luego, esto no son más que hipótesis, porque los genes etiquetados pueden 

cumplir funciones diferentes a lo que inicialmente pueda parecer. Aún así, se han 

identificado más de 20 líneas T-DNA que muestran una especificidad en relación con el 

órgano (u órganos) y el estadio (o estadios) de desarrollo en los que se detectó la expresión 

del delator. Estos genotipos son buenos candidatos para, en un futuro próximo, llevar a 

cabo análisis más detallados y, sobre la base de estos nuevos datos, decidir si conviene 

proceder a la clonación de los genes etiquetados en las líneas más interesantes. 
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Figura 5. Patrones característicos de expresión del gen delator en los tres estadios de 
desarrollo de la flor. Expresión del delator en el estadio de botón floral en: (a) estilo; (b) 
estambres; (c) todos los verticilos excepto estambres; (d) tricomas del sépalo; (e) ovario. 
Expresión en el estadio de preantesis en: (f) estigma; (g); funículo, antera, estilo (tenue) y 
estigma; (h) ubicua; (i) zona que une la flor con el pedúnculo; (j) funículo y placenta. 
Expresión en el estadio de antesis en: (k) anteras; (l) sépalos, ovario y óvulos (intensa);  (m) 
ubicua; (n) polen; y (ñ) óvulos. 

Botón floral 

Preantesis 

Antesis

a b c d

e

f g h i 

j 

k l m n 

ñ 



Resultados 
 

 90

2.2.4. Expresión del gen delator en frutos 

Los análisis de expresión del delator se llevaron a cabo con frutos recién cuajados. Se 

analizó la expresión del delator en pericarpio (sin diferenciar si la expresión se producía en 

exocarpio, mesocarpio o endocarpio), placenta (considerando tanto la placenta 

propiamente dicha, como la columela y el septo), lóculo (considerando sólo la expresión en 

mucílago) y embriones en desarrollo o semillas inmaduras (ver figura 6). La tabla 15 

resume los resultados obtenidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Algunas partes relevantes del fruto 

 

Tabla 15. Número de plantas con expresión del gen delator en función 
de la parte del fruto que exhibía tinción GUS. 

Nº total de plantas analizadas 717 

Nº de genotipos con expresión GUS en pericarpio 227 (31,6%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en placenta 103 (14,3%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en mucílago   49   (6,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en embrión 199 (27,7%) 

Nº total de genotipos con expresión GUS en fruto 358 (49,9%) 
 

Como puede verse en la tabla 15, el 50% de las líneas T-DNA de tomate expresaron 

el delator en alguna zona del fruto. Las zonas del fruto en las que se detectaron mayores 

frecuencias de expresión del delator fueron pericarpio (~ 30%) y embrión o semilla 

inmadura (~ 28%). No hemos encontrado en la bibliografía datos comparables a los 

obtenidos por nosotros en frutos inmaduros. No obstante, en arroz, Peng et al (2005) 
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detectaron que en torno al 40% de las líneas transgénicas con una trampa de 

intensificadores expresaban el delator en embriones de semillas maduras. 

En lo que respecta a los niveles de expresión del delator, lo que observamos en la 

mayor parte de los genotipos fue una tinción tenue en el pericarpio, mientras que la tónica 

habitual en embriones fue una tinción intensa.  

Tabla 16. Número de plantas con expresión del gen delator en una sola 
zona del fruto. 

Nº total de plantas analizadas 717 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en pericarpio   78 (10,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en placenta   13   (1,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en mucílago     6   (0,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en embrión   92 (12,8%) 
 

Por otro lado, se han detectado eventos de expresión exclusivos en una zona concreta 

del fruto (tabla 16). En este sentido, 78 genotipos expresaron el delator sólo en el 

pericarpio, 13 lo hacían sólo en la placenta, 6 sólo en mucílago y 92 expresaban el delator 

sólo en embriones o semillas inmaduras.  

Evidentemente, cada genotipo dio un patrón característico de expresión en cada una 

de esas zonas del fruto, y a la hora de seleccionar genotipos concretos, se debe llevar a 

cabo un análisis más detallado para determinar la zona exacta en la que se expresa el 

delator en lo que se refiere a las diferentes etapas del desarrollo del fruto, o dicho de otra 

forma en un contexto espacio-temporal (ver algunos ejemplos en la figura 7). De momento, 

lo único que se puede decir es que los análisis efectuados parecen indicar que se han 

etiquetado elementos de regulación de genes que se expresan en zonas específicas del 

fruto. 
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Figura 7. Diferentes patrones de expresión del gen delator en fruto: a) expresión ubicua 
moderada en fruto, b) expresión ubicua intensa; c) expresión en haces conductores a nivel 
del pericarpio; d) elevado nivel de expresión en la zona de unión del fruto con el 
pedúnculo; e) expresión en células del mesocarpio y placenta; f) expresión en la columela 
y en ciertas células del septo, lóbulo y pericarpio; g) ausencia de expresión en embriones 
inmaduros de un fruto que exhibe un patrón casi ubicuo; h) expresión específica del 
delator en embriones. 
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2.3. Consideraciones adicionales en torno a los análisis de expresión del delator 

En lo que respecta a caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo, se ha 

evaluado la expresión del delator en 768 plantas transgénicas cultivadas in vitro y 836 

plantas transgénicas cultivadas in vivo (invernadero).  

Por lo que se refiere a caracteres reproductivos, en flores se ha evaluado la expresión 

del delator en 818 plantas transgénicas, mientras que en fruto el análisis se ha realizado en 

717 plantas transgénicas.  

A la hora de seleccionar genotipos concretos sobre la base de los análisis de la 

expresión del gen delator, un aspecto interesante es conocer el patrón de expresión espacial 

de las plantas que han exhibido eventos positivos. Del total de plantas analizadas en los 

diferentes experimentos, 713 se han evaluado para todos los caracteres. Esto nos ha 

permitido seleccionar genotipos relevantes sobre la base de la expresión espacial del 

delator. La tabla 17 resume el número de genotipos que exhibieron expresión del delator en 

función de la estructura de la planta en la que se produjo el evento positivo. 

Tabla 17. Número de plantas con expresión del gen delator en función del tipo de estructura que 
exhibía tinción GUS. 

Nº total de plantas analizadas 713 
  

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en estructuras vegetativas   40   (5,6%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en flores   77 (10,8%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en frutos   78 (10,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en una sola estructura 195 (27,3%) 
  

Nº de genotipos con expresión GUS en estructuras vegetativas y en flores   35   (4,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en estructuras vegetativas y en frutos   44   (6,2%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en flores y en frutos   92 (12,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS en dos tipos de estructuras 171 (23,9%) 
  

Nº de genotipos con expresión GUS en estructuras vegetativos, flores y frutos 135 (18,9%) 

Nº de genotipos con un patrón de expresión GUS ubicuo     9   (1,3%) 

Nº de de genotipos con expresión GUS en las tres estructuras 144 (20,2%) 

En torno al 27% de los genotipos analizados exhiben expresión del delator en una 

sola estructura. En este sentido, 40 líneas T-DNA sólo expresaron el delator en estructuras 

de tipo vegetativo y casi el doble lo hicieron sólo en flores (77 líneas) o sólo en frutos (78 
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líneas). El mayor porcentaje de eventos de expresión en estructuras de tipo reproductivo 

sugiere una mayor actividad génica durante el desarrollo de este tipo de órganos.  

Por otro lado, casi el 24% de los genotipos expresó el delator en dos de los tres tipos 

de estructuras analizadas. La mayor parte de los genotipos expresaban el delator en flores y 

fruto (en torno al 13%).  

Además, un 20% de los genotipos tenían expresión del delator en todas las 

estructuras analizadas y el 1,3% (9 genotipos) exhibía un patrón de expresión ubicuo o, 

como se denomina habitualmente, constitutivo (es decir, en estas líneas el delator se 

expresó en todas y cada una de las células de los tejidos u órganos que se utilizaron para 

llevar a cabo el análisis). En conjunto, los resultados parecen indicar el etiquetado de 

elementos de regulación de genes que pueden estar relacionados con determinados 

procesos del desarrollo de órganos o tejidos concretos. Asimismo, es bastante probable que 

se haya etiquetado algún elemento de regulación que se expresa de forma ubicua a lo largo 

del desarrollo de la planta. 

Por lo que se refiere a las plantas con expresión del delator en un solo tejido u 

órgano, el análisis de los datos permitió seleccionar genotipos que expresaron el delator en 

tejidos u órganos muy concretos de la planta. Los genotipos seleccionados se pueden ver 

en la tabla 18. 

Como puede verse en la tabla 18A, por lo que se refiere a estructuras de tipo 

vegetativo, se detectaron 7 genotipos que sólo expresaron el delator en tallo. En la mayor 

parte de estos genotipos la expresión se localizaba en los vasos conductores, lo que podría 

estar relacionado con genes implicados en los mecanismos de transporte a través del tallo. 

Además, tres genotipos expresaron específicamente el delator en raquis, peciolo u hoja. 

Por lo que respecta a estructuras de tipo reproductivo, se detectaron genotipos que 

sólo expresaban el delator en partes muy concretas de la flor. En este sentido, detectamos 

un elevado número de genotipos que expresaban el delator específicamente en anteras. A 

pesar de los problemas que tuvimos en relación con la tinción GUS en anteras (ver 

apartado “Expresión del gen delator en flores”) es bastante probable que se haya 

identificado algún elemento de regulación relacionado con el desarrollo y/o maduración 

del polen, lo que podría tener un gran interés desde un punto de vista de mejora por las 

posibilidades que ofrece el uso de promotores de genes específicos de anteras con relación 
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a la obtención de plantas androestériles mediante el sistema Barnasa / BarStar u otros 

sistemas similares.  

También se han identificado genotipos que expresan específicamente el delator en 

pétalos, estigma y ovario (tabla 18B). Al respecto, conviene señalar que sólo se ha 

encontrado una línea T-DNA con expresión específica en ovario (312 ET73).  

Tabla 18. Número de plantas con expresión del gen delator en estructuras u órganos muy 
concretos de la planta 

Nº total de plantas analizadas 713 
  

A) Genotipos que sólo expresan el delator en tejidos vegetativos 

Nº de genotipos con expresión sólo en tallo      7 (0,9%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en raquis     1 (0,1%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en peciolo     1 (0,1%) 

Nº de genotipos con expresión GUS sólo en limbo     1 (0,1%) 
  

B) Genotipos que sólo expresan el delator en flores 

Nº de genotipos con expresión sólo en pétalo    1 (0,1%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en estambre  54 (7,6%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en estigma    5 (0,7%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en ovario    1 (0,1%) 
  

C) Genotipos que sólo expresan el delator en frutos inmaduros 

Nº de genotipos con expresión sólo en exocarpio    5 (0,7%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en mesocarpio    2 (0,3%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en mucílago    1 (0,1%) 

Nº de genotipos con expresión sólo en embrión  23 (3,2%) 

Por lo que se refiere a fruto, se han identificado 7 genotipos que expresan el delator 

específicamente en pericarpio, cinco de los cuales lo hacen en el exocarpio y dos en el 

mesocarpio. En estos genotipos se podrían haber etiquetado elementos de regulación de 

genes relacionados con las primeras etapas del desarrollo del fruto (los análisis se 

realizaron con frutos recién cuajados). Además, se detectó un genotipo con expresión 

específica del delator en mucílago y 23 con expresión específica en embriones inmaduros 

(tabla 18C). 

Por consiguiente, se ha identificado un buen número de genotipos que pueden tener 

un notable interés por el patrón de expresión que exhiben. Estas líneas T-DNA (tabla 18.2) 



Resultados 
 

 96

pueden ser el material de partida para el aislamiento de secuencias de regulación de genes 

que se expresan específicamente en un determinado tejido u órgano de la planta de tomate.  

Tabla 18.2. Código de plantas con expresión del gen delator en estructuras u órganos muy 
concretos de la planta 

A) Códigos de los genotipos que sólo expresan el delator en tejidos vegetativos 

Expresión sólo en tallo  158 ET73, 192 ET73, 321 ET73, 500 ET73, 513 ET73, 567 ET73, 
654 ET73 

Expresión sólo en raquis 489 ET73 

Expresión sólo en peciolo 481 ET73 

Expresión sólo en limbo 215 ET73 
  

B) Códigos de los genotipos que sólo expresan el delator en flores 

Expresión sólo en pétalo 860 ET73 

Expresión sólo en estambre 25 ET73, 42 ET73, 145 ET73, 157 ET73, 223 ET73, 260 ET73, 
266 ET73, 267 ET73, 268 ET73, 295 ET73, 314 ET73, 330 ET73, 
336 ET73, 351 ET73, 352 ET73, 357 ET73, 365 ET73, 393 ET73, 
396 ET73, 403 ET73, 404 ET73, 414 ET73, 423 ET73, 433 ET73, 
495 ET73, 498 ET73, 506 ET73, 510 ET73, 515 ET73, 523 ET73, 
545 ET73, 547 ET73, 561 ET73, 580 ET73, 595 ET73, 606 ET73, 
620 ET73, 627 ET73, 631 ET73, 632 ET73, 634 ET73, 635 ET73, 
651 ET73, 656 ET73, 701 ET73, 707 ET73, 709 ET73, 762 ET73, 
788 ET73, 795 ET73, 895 ET73, 902 ET73, 927 ET73, 947 ET73 

Expresión sólo en estigma 90 ET73, 163 ET73, 202 ET73, 604 ET73, 614 ET73 

Expresión sólo en ovario 312 ET73 
  

C) Códigos de los genotipos que sólo expresan el delator en frutos inmaduros 

Expresión sólo en exocarpio 89 ET73, 126 ET73, 641 ET73, 643 ET73, 794 ET73 

Expresión en mesocarpio 94 ET73, 121 ET73 

Expresión sólo en mucílago 590 ET73 

Expresión sólo en embrión 71 ET73, 134 ET73, 210 ET73, 213 ET73, 232 ET73, 333 ET73, 
335 ET73, 340 ET73, 367 ET73, 368 ET73, 542 ET73, 571 ET73, 
584 ET73, 639 ET73, 647 ET73, 663 ET73, 684 ET73, 685 ET73, 
692 ET73, 738 ET73, 756 ET73, 767 ET73, 769 ET73 

De hecho, la identificación de promotores que permitan modular la expresión génica 

haciendo que los genes se expresen adecuadamente en un contexto espaciotemporal cobra 

cada día mayor interés en el campo de la mejora por transformación o ‘mejora molecular’ 

(molecular breeding). En estos últimos años se han realizado intensos esfuerzos 

encaminados a la identificación y caracterización de promotores apropiados para controlar 

la expresión de genes candidatos. Esto se debe a los problemas que suelen ocasionar los 

promotores de tipo constitutivo como, por ejemplo, efectos pleiotrópicos indeseables, un 

coste energético excesivo que redunda en un descenso de la producción, etc. Con todo, lo 
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cierto es que probablemente el 90% (o más) de los experimentos de transformación se han 

realizado con genes bajo el control del promotor 35S.  

Aunque en la actualidad existe un amplio abanico de promotores que han sido 

caracterizados (con mayor o menor detalle) a nivel funcional para tratar de modular la 

expresión de los transgenes, no siempre son útiles cuando se utilizan en especies distintas a 

la especie de la que procede el promotor en cuestión.  

A título de ejemplo, el promotor EPSPS de petunia promueve un elevado nivel de 

expresión en los pétalos de las flores de petunia (Gasser et al, 1988), pero genera un débil 

nivel de expresión en los pétalos de las flores de tabaco, pese a que ambas especies 

pertenecen a la misma familia (Benfey y Chua, 1989).  

Lo ideal sería disponer de secuencias reguladoras específicas para cada especie. En 

este sentido, nosotros disponemos de un material potencialmente muy interesante para el 

aislamiento de secuencias de regulación específicas de tomate que podrían ser empleadas 

en un futuro para dirigir la expresión de genes candidatos en experimentos de 

transformación genética en esta especie. 

Otro aspecto que queríamos conocer era si las progenies de las plantas transgénicas 

exhibirían los patrones de expresión característicos de sus progenitores. Nosotros 

realizamos los análisis de expresión del delator en transformantes primarios (TG1) y podría 

darse la circunstancia de que, debido a cambios de tipo epigenético o a cualquier otro tipo 

de efectos, los patrones de expresión que se habían observado en estas plantas no se 

manifestaran de igual forma en la progenie. Por esta razón, decidimos realizar algunos 

análisis de expresión del delator con un grupo de descendencias TG2 procedentes de 

plantas TG1 que habían exhibido un patrón característico. Los resultados obtenidos en 

estas líneas se pueden ver en la tabla 19. 
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Tabla 19. Análisis de la expresión del gen delator en plantas TG1 y en sus correspondientes progenies 
TG2 

Análisis en TG1 Análisis en TG2 
Línea  

T-DNA 
Patrón espacial tinción GUS Plantas 

analizadas 
Segreg. 

GUS 
Patrón espacial tinción GUS Segreg. 

KanR / S Veget. Flor Fruto Veget. Flor Fruto 

7 ET73    10 9    3R : 1S 1    
 

52 ET73    10 8    3R : 1S 2    
 

56 ET73    10 9    3R : 1S 1    
 

84 ET73    10 8    3R : 1S 2    
 

131 ET73    10 6    3R : 1S 4    
 

195 ET73    10 6    3R : 1S 4    

En la mayor parte de las líneas evaluadas, los resultados obtenidos en TG2 coinciden 

con los observados en TG1.  

Por ejemplo, en la TG1 de la línea 7 ET73 se observó expresión del delator en los 

estambres y óvulos de las flores y en los embriones del fruto. En TG2, se analizaron 10 

plantas y en 9 de ellas la expresión se detectó de nuevo en estambres y óvulos de las flores, 

así como en los embriones del fruto. En el genotipo 52 ET73 (TG1) la expresión se 

observó en los estambres, ovario y óvulos de la flor y en los embriones del fruto. En la 

TG2, 8 plantas mostraron el mismo patrón de expresión. En el genotipo 56 ET73 (TG1) la 

expresión se observó en hojas, en los estambres y el estilo de la flor y en los embriones del 

fruto. En la TG2, 8 plantas mostraron el mismo patrón de expresión. En el genotipo 84 

ET73 (TG1) la expresión se observó en hojas adultas (pero no en las hojas jóvenes), en los 

sépalos, pétalos, estambres, estilo, ovario y óvulos de la flor y en el mucílago, placenta y 

los embriones del fruto. En la TG2, 8 plantas mostraron el mismo patrón de expresión. En 

el genotipo 131 ET73 (TG1) la expresión se observó sólo en hojas. En la TG2, 6 plantas 

mostraron el mismo patrón de expresión. En el genotipo 219 ET73 (TG1) la expresión se 

observó sólo en los embriones del fruto. En la TG2, 6 plantas mostraron el mismo patrón 

de expresión. 

Se analizaron más de 20 progenies TG2 y en la mayor parte de las líneas evaluadas el 

patrón de expresión del delator en las plantas TG2 era idéntico al que se había visto 

previamente en la TG1. Las plantas que no dieron expresión del delator eran 

supuestamente plantas acigóticas que, tras la segregación del T-DNA, no portaban la 

trampa de intensificadores (ver figura 8).  
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De hecho, se pudo comprobar que en la mayor parte de las líneas donde observamos 

correlación en el patrón de expresión GUS en TG1 y TG2, la TG2 tenía un patrón de 

segregación 3:1 en un medio basal con kanamicina (habitualmente, se sembraban en torno 

a 50 semillas TG2 en un medio base suplementado con kanamicina y se anotaba la 

segregación sobre la base de la capacidad para crecer en este medio selectivo).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Segregación del T-DNA en la descendencia para el caso de una sola inserción 

El único aspecto que no fuimos capaces de valorar en el análisis de las plantas que 

segregaban para una sola copia del T-DNA fue la correspondencia de la intensidad de 

tinción GUS entre las plantas TG1 y las TG2 (positivas). En este sentido, cabe la 

posibilidad de que, si la expresión es dependiente del número de copias, las plantas 

homocigóticas de la TG2 muestren mayor nivel de expresión del delator que las 

hemicigóticas (y que la TG1, también hemicigótica). En nuestro caso, no observamos, al 

menos aparentemente, diferencias en lo que se refiere a la intensidad de la tinción del 

delator en las diferentes plantas TG2. 

Lo que sí observamos en unas pocas líneas fue que el patrón de expresión del delator 

no era exactamente igual en la TG1 y en las plantas (positivas) de la TG2. A título de 

ejemplo, en el genotipo 29 ET73 (TG1) la expresión se observó en las hojas, en los 

sépalos, pétalos, estambres, ovario y óvulos de la flor y en todos los tejidos del fruto. En la 

TG2, 8 plantas mostraron el mismo patrón de expresión que la TG1, pero en 2 plantas sólo 

se vio la expresión en las hojas, en los estambres de la flor y en el pericarpio, placenta y 

embriones del fruto. En el genotipo 128 ET73 la expresión se observó en los estambres de 

la flor y en el pericarpio, mucílago y embriones del fruto. En la TG2, 3 plantas mostraron 

el mismo patrón de expresión que la TG1, pero en 7 plantas la expresión del delator se vio 
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en los sépalos, estambres y estigma de la flor y en el pericarpio, mucílago, placenta y 

embriones del fruto. 

Conviene señalar que en los casos en los que no había concordancia, los patrones de 

expresión de las plantas TG1 y TG2 no fueron diametralmente opuestos. Es decir, en 

algunas plantas TG2, el delator se expresaba en algunas zonas que no se habían teñido en 

la TG1, o viceversa.  

Una de las posibles explicaciones es que la ausencia de tinción GUS en algunos 

tejidos o células se deba a un problema relacionado con la reacción histoquímica en esos 

tejidos o células durante la incubación de las muestras. No obstante, en algún caso concreto 

lo que podría ocurrir es que las diferencias observadas en plantas TG1 y TG2 se deban a la 

inserción de más de una copia del T-DNA. Por ejemplo, si se insertan 2 copias, el gen 

delator de cada una de ellas podría activarse por un elemento de regulación diferente, 

dando no uno, sino dos patrones de expresión diferentes. En este caso, la TG1 exhibiría el 

patrón de expresión conferido por la suma de los dos elementos de regulación etiquetados 

y en la TG2 se detectarían tres patrones de expresión del delator diferentes: uno idéntico a 

la TG1, que se produciría en las plantas TG2 con dos copias, y dos diferentes y 

complementarios, que se verían cuando se expresen cada una de las copias por separado. 

De hecho, en alguna de las líneas en las que no se observaba correlación estricta, el 

análisis de la segregación en medio con kanamicina indicaba la presencia de más de una 

copia (en algunos casos, los datos sugerían una segregación 15:1). En estos casos, habrá 

que realizar análisis Southern y evaluaciones más exhaustivas tanto en la TG2 como, sobre 

todo, en las descendencias TG3, a fin de contrastar estas hipótesis con las líneas 

seleccionadas. 
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3. IDENTIFICACIÓN DE MUTANTES EN LA COLECCIÓN DE LÍNEAS T-DNA  

3. 1. Caracterización fenotípica del cultivar de tomate p73 

Habida cuenta de que para llevar a cabo la identificación y la posterior 

caracterización fenotípica de un presunto mutante hay que partir de un conocimiento 

adecuado en torno a los caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas 

de fenotipo silvestre, a medida que se iba generando la colección de plantas transgénicas 

decidimos realizar una caracterización fenotípica de las plantas del cultivar p73 de tomate.  

El crecimiento simpodial en este cultivar se caracteriza por el desarrollo de 10 a 11 

hojas antes de que el meristemo apical experimente un cambio de identidad, generando una 

inflorescencia. En este estado, la planta tiene una altura aproximada de 80 cm. El 

crecimiento subsiguiente se produce a partir de la yema axilar de la última hoja, la cual 

desarrolla un tallo secundario que crece como una prolongación del tallo primario, 

desplazando lateralmente a la inflorescencia. Los siguientes segmentos del tallo se 

desarrollan de forma similar, produciendo una inflorescencia cada dos, tres o cuatro hojas, 

lo que equivale a 18-25 cm de distancia entre inflorescencias (figura 9). 

Las hojas son pinnadocompuestas, tienen un foliolo terminal y en torno a ocho 

foliolos laterales que a su vez son compuestos. Los foliolos compuestos se unen al eje 

central (denominado raquis) a través de las raquillas. Estos foliolos compuestos están 

formados por foliolos simples que son peciolados y lobulados irregularmente con bordes 

dentados (figura 10a). Las hojas compuestas se insertan sobre los diversos nudos en forma 

alterna. 

Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimoso. Frecuentemente, el eje 

principal se ramifica por debajo de la primera flor que se ha desarrollado, dando lugar a 

una inflorescencia compuesta. La primera flor se forma en la yema apical y las demás se 

desarrollan lateralmente por debajo de la primera alrededor de un eje principal. En una 

misma inflorescencia se pueden observar los diferentes estadios del desarrollo floral 

(figura 10b).  

En este cultivar se desarrollan de 6 a 8 flores por inflorescencia, siendo la segunda y 

tercera inflorescencias las que más flores generan (figura 9). En las siete primeras 

inflorescencias, las plantas de cultivar p73 tienen por término medio unas 50 flores, es 

decir, 7 flores por inflorescencia (tabla 20).  
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La flor, unida al eje de la inflorescencia por un pedicelo que contiene la zona de 

abscisión, es hipogina con 6 sépalos, 6 pétalos y 6 estambres dispuestos de forma 

helicoidal que envuelven al pistilo (figura 10c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10,5  0,5 fitómeros 
79,6  7,2 cm 

2,4  0,5 fitómeros 
20,1  6,6 cm 

2,0  0,9 fitómeros 
21,2  9,8 cm 

3,2  1,5 fitómeros 
24,6  12,3 cm 

2,4  0,5 fitómeros 
13,6  4,5 cm 

2,8  0,9 fitómeros 
17,8  6,4 cm 

3,5  1,6 fitómeros 
21,8  9,8 cm 

6,8  1,8 flores 

8,2  1,5 flores 

7,8  2,2 flores 

6,5  1,8 flores 

7,1  1,4 flores 

6,0  0,9 flores 

6,4  2,5 flores 

Figura 9. Esquema representativo del patrón de crecimiento de las plantas del cultivar p73 de 
tomate. Número y longitud (cm) de fitómeros hasta la primera inflorescencia y entre inflorescencias, 
y número medio flores en las primeras 7 inflorescencias. 

La caracterización fenotípica se llevó a cabo con 10 plantas. 
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Tabla 20. Número de flores y frutos desarrollados en las 7 primeras inflorescencias de tomate p73. 

Planta Nº inflor. Nº flores Flores/inflor. Nº frutos Frutos/inflor. 
Planta 1 7 50 7,1 13 1,9 
Planta 2 7 43 6,1 15 2,1 
Planta 3 7 59 8,4 21 3,0 
Planta 4 7 57 8,1 20 2,9 
Planta 5 7 48 6,9 16 2,3 
Planta 6 7 41 5,9 19 2,7 
Planta 7 7 40 5,7 16 2,3 
Planta 8 7 52 7,4 18 2,6 
Planta 9 6 44 7,3 20 3,3 
Planta 10 7 48 6,9 20 2,9 

Media  desv. 6,9  0,3 48,2  6,5 7,0  0,9 17,8  2,7 2,6  0,4 

Los frutos constituyen una baya globosa y redondeada, de color rojo en su 

maduración (figura 10d). En nuestros invernaderos, las plantas de p73 desarrollaron en 

torno a 2-3 frutos por inflorescencia (tabla 20). En su interior se encuentran las semillas, 

localizadas en los lóculos, embebidas en el mucílago y unidas a la placenta a través del 

funículo. Las semillas tienen forma lenticular, con un diámetro de 3 a 5 mm, y están 

constituidas por el embrión, el endospermo y la testa. El embrión, a su vez, contiene la 

yema apical, dos cotiledones, el hipocotilo y la radícula.  

Figura 10. Diferentes estructuras de una planta de tomate del cultivar p73: a) hoja; b) inflorescencia; 
c) flor; d) fruto. 

a b 

c d 

peciolo 
raquis 

raquilla 

pedicelo 
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Tras el estudio del desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas de fenotipo 

silvestre, decidimos definir los caracteres que íbamos a tener en cuenta a la hora de evaluar 

las líneas T-DNA de fenotipo mutante. En la tabla 21 se pueden ver los caracteres que se 

evaluaron en las plantas TG1 o TG2 que mostraban alteraciones en aspectos relacionados 

con el desarrollo vegetativo y reproductivo. 

Tabla 21. Caracteres del desarrollo que hemos considerado para el fenotipado de las líneas T-DNA. 

Categoría Carácter 
Morfología de la hoja Tamaño de la hoja 

Complejidad de la hoja 
Textura de la hoja 
Otros 

Color de la hoja Clorosis 
Jaspeados 
Color verde más intenso 
Otros 

Tamaño de la planta Planta pequeña 
Planta muy pequeña 

Hábito de crecimiento Ritmo de crecimiento 
Ramificación lateral 
Otros 

Floración Tiempo de floración 
Inflorescencia Arquitectura de la inflorescencia 

Número de flores por inflorescencia 
Morfología de la flor Cambio homeótico 

Tamaño 
Número de órganos por verticilo 
Otros 

Color de la flor Tonalidades más claras 
Tonalidades más oscuras 

Esterilidad Esterilidad masculina y/o femenina 
Tamaño del fruto Mayor o menor tamaño 
Morfología del fruto Morfología distinta al WT 
Color del fruto Color distinto al WT 
Maduración del fruto Maduración acelerada o retardada 
Partenocarpia Desarrollo de frutos sin semilla 
Semillas Germinación 

Otros 

Por lo que respecta a la exposición de los resultados, el capítulo de mutagénesis 

insercional se ha dividido en dos secciones, en función de las alteraciones fenotípicas 

observadas. En la primera se describen los mutantes alterados en caracteres relacionados 

con el desarrollo vegetativo y en la segunda los mutantes alterados en caracteres 

relacionados con el desarrollo reproductivo. A su vez, cada una de estas secciones está 

compuesta por dos apartados: en el primero se describen los mutantes con efectos 
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dominantes, semidominantes o aditivos identificados en TG1 y en el segundo los mutantes 

identificados en TG2, es decir, aquellos con efectos de tipo recesivo. Por último, dentro de 

cada uno de estos apartados, en primer lugar se describen los mutantes que se han 

identificado en la colección de plantas transgénicas que portan construcciones 

convencionales (i.e. con un gen marcador y un gen delator) y, a continuación, se describen 

los mutantes que se han identificado en la colección de plantas transgénicas con la trampa 

de intensificadores.  

Por lo que respecta a estos últimos, con independencia de la denominación que 

recibe cada mutante (que, de una u otra forma, alude al aspecto o aspectos que más 

llamaron la atención al identificar el mutante en cuestión), se ha utilizado un código que 

permita diferenciarlos de los que se han obtenido con vectores convencionales. En 

concreto, el código de los mutantes obtenidos con la trampa de intensificadores (por 

ejemplo, 127 ET 73) incluye un número (que alude al orden con que se han ido generando 

las líneas T-DNA) las letras ET (que aluden a que se han obtenido con la trama de 

intensificadores; enhancer trapping) y la parte final (73) que alude al cultivar (p73).   

Por otro lado, para hacer la exposición lo más sucinta posible, hemos optado por 

describir sólo aquellos mutantes en los que se ha realizado una caracterización fenotípica 

exhaustiva o aquellos que nos han parecido más interesantes. Aún así, en la mayor parte de 

los casos se ha optado por hacer una descripción breve de dichos mutantes. No obstante, al 

final de algunos apartados, se describen las alteraciones fenotípicas más relevantes que 

hemos observado en el resto de mutantes que se han identificado. 

Conviene indicar también que algunos de los mutantes (en realidad, una buena parte 

de los mismos) muestran efectos pleiotrópicos y, en este sentido, se podrían haber descrito 

en el apartado de mutantes del desarrollo vegetativo (por las alteraciones observadas en 

este tipo caracteres) o en el de mutantes del desarrollo reproductivo (por las alteraciones 

también observadas en caracteres de tipo reproductivo). Para que estos mutantes no 

aparecieran en dos apartados diferentes, se han descrito en el apartado correspondiente al 

carácter que de manera más notable contribuyó a su identificación. 
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3.2. Mutantes alterados en el desarrollo vegetativo 

3.2.1. Mutantes con efectos dominantes, semidominantes o aditivos 

3.2.1.a. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con construcciones 

convencionales 
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Figura 11.!5&*(00&2!:&0!')&'+?+&.*-!:&!vitro blooming!)&2D&'*-!(0!S3!&.!'@0*+;-!in vitroT!(K!(D()+'+B.!
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Figura 13.! M()('*&)&2! )&0('+-.(:-2! '-.! &0! :&2())-00-! ;&<&*(*+;-! :&0! ?@*(.*&! vitro blooming! '-.!
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)&*)-')@'&! @*+0+,(.:-! &0! ?@*(.*&! '-?-! )&'&D*-)! :&! D-0&.=! C2*-! D()&'&! (D@.*()! L('+(!

D)-A0&?(2!:&!E&)*+0+:(:!?(2'@0+.(=!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

C0!.W?&)-!:&!2&?+00(2!-A*&.+:-!&.!&0!)&*)-')@'&!vitro blooming!]!DOP!&2!&2'(2-H!D&)-!

&2*(2!2&?+00(2!D@&:&.! *&.&)!@.!<)(.!;(0-)=!C.!&E&'*-H!&0!(.R0+2+2!%-@*L&).! )&(0+,(:-!&.!&0!

0(A-)(*-)+-! :&! 0-2! 5)&2=! >-,(.-! 9! 7.<-2*-! &.! 0(! a7>! +.:+'(! F@&! vitro blooming! *+&.&!

?W0*+D0&2!+.2&)'+-.&2!:&0!34567=!_-)!&00-H!(.*&2!:&!(A-):()!0(!'0-.('+B.!:&0!<&.!J-!<&.&2K!

'@9(!(0*&)('+B.!D)-;-'(!&0!E&.-*+D-!'()('*&)12*+'-!:&0!?@*(.*&!&2!.&'&2()+-!2&D()()!0(!'-D+(!

J-!'-D+(2K!F@&!<&.&)(.!&0!E&.-*+D-!&.!'@&2*+B.=!3&.+&.:-!&.!'@&.*(!F@&!0(!?@*('+B.!*+&.&!

&E&'*-2! :&! *+D-! :-?+.(.*&H! 2&?+:-?+.(.*&! -! (:+*+;-H! &.! *)(A(Q-2! E@*@)-2! (A-):()&?-2! 0(!

Figura 16.!G)@'*+E+'('+B.!:&!vitro blooming=! (K!5&*(00&!:&!@.! E)@*-!:&!vitro blooming! &.!
&2*(:+-!;&):&!?(:@)-H!AK!E)@*-2!:&!vitro blooming!J+,:(=K!)&2D&'*-!(!0-2!:&!DOP!J:'L(=K=!



Resultados 
 

! """

2&D()('+B.! :&! 0(! '-D+(! J-! '-D+(2K! '-.! &E&'*-! +.2&)'+-.(0! (! D()*+)! :&! 0(2! 2&?+00(2! :&!

)&*)-')@'&=!

sharp pointed leaf 9 (código 9a Sp) 

C2*&!?@*(.*&!D)-'&:&!:&!@.(!*)(.2E-)?('+B.!<&.I*+'(!)&(0+,(:(!'-.!@.(!'-.2*)@''+B.!

F@&!D-)*(!&0!<&.!?()'(:-)!nptII!9!&0!<&.!:&0(*-)!GFP=!

V-)E-0-<1(!9!'-0-)!:&!0(!L-Q(T!0(2!L-Q(2!:&0!?@*(.*&!&)(.!Q(2D&(:(2!9!:&!@.!*-.-!;&):&!?R2!

'0()-=!>(!0-.<+*@:!:&!0(!L-Q(!&)(!2+?+0()!(!0(!:&0!*&2*+<-=!>-2!E-0+-0-2!&)(.!?R2!&2*)&'L-2H!:&!

?(9-)!0-.<+*@:!9!'-.!0BA@0-2!?R2!?()'(:-2!F@&!0-2!:&!DOP!J;&)!E+<@)(!"O!9!"ZK!

!

3(?(N-!9!LRA+*-!:&!')&'+?+&.*-!:&0!?@*(.*&T!&0!?@*(.*&!&]L+A+B!?&.-)!*(?(N-!F@&!DOPH!

:&!E-)?(!F@&!(!0-2!:-2!?&2&2!0(!D0(.*(!2B0-!*&.1(!@.-2!Z#!'?!:&!(0*@)(!JE+<@)(!"ZAK=!

!

(! A!

Figura 18.!M)&'+?+&.*-!:&!Sharp pointed leaf 9!&.!+.;&).(:&)-T!(K!:&*(00&!:&0!'-0-)!9!
?-)E-0-<1(!:&!0(2!L-Q(2!QB;&.&2U!AK!D0(.*(!:&!:-2!?&2&2!9!@.-2!Z#!'?!:&!(0*@)(=!

Figura 17. V-)E-0-<1(!:&! 0(! L-Q(! :&!Sharp pointed leaf 9! J+,:(=K! )&2D&'*-! (!DOP! J:'L(=KT! (K! L-Q(2!
QB;&.&2H!AK!L-Q(2!?(:@)(2=!



Resultados 
 

!""/

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

C.!sharp pointed leaf 9H 0(!0-.<+*@:!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!E@&!?&.-)!F@&!&.!

DOP=!C.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!.-!2&!-A2&);()-.!:+E&)&.'+(2!'0()(2!&.!@.-!@!-*)-!2&.*+:-!JE+<@)(!

"[(K=!C.!<&.&)(0H!0(!0-.<+*@:!+.*&).-:(0!&.!sharp pointed leaf 9!E@&!0+<&)(?&.*&!?&.-)!F@&!

&.!DOP=!!

_-)!-*)-!0(:-H!sharp pointed leaf 9 :&2())-00B!@.!?&.-)!.W?&)-!:&!E+*B?&)-2!L(2*(!0(!

D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!JE+<@)(!"[AK=!C.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2H!&0!.W?&)-!:&!E+*B?&)-2!E@&!?R2!

-!?&.-2!2+?+0()=!

3+&?D-!:&!E0-)('+B.T!sharp pointed leaf 9!&]L+A+B!@.!(:&0(.*-!:&!0(!E0-)('+B.!&.!&0!&2D('+-!

JE+<@)(! "[(! 9! "[AK! D&)-! .-! &.! &0! *+&?D-H! 9(! F@&! &2*&! ?@*(.*&! ?-2*)B! @.! )+*?-! :&!

')&'+?+&.*-! ?@9! 0&.*-=! >(2! D0(.*(2! :&! E&.-*+D-! ?@*(.*&! :&2())-00()-.! 0(! D)+?&)(!

+.E0-)&2'&.'+(! '@(.:-! 0(2! :&! E&.-*+D-! 2+0;&2*)&! 9(! L(A1(.! :&2())-00(:-! ?R2! :&! /! -! P!

+.E0-)&2'&.'+(2=!!

\.E0-)&2'&.'+(T!0(!()F@+*&'*@)(!:&!0(!+.E0-)&2'&.'+(!E@&!2+?+0()!(!0(!:&!DOP!D&)-!&0!.W?&)-!

:&! E0-)&2! D-)! +.E0-)&2'&.'+(! E@&! ?&.-)=! _-)! *I)?+.-! ?&:+-H! &0! .W?&)-! :&! E0-)&2! D-)!

Figura 19.!M()('*&)&2!)&0('+-.(:-2!'-.!&0!:&2())-00-!;&<&*(*+;-!:&!sharp pointed leaf 9=!(K!
>-.<+*@:!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!J#4"K!9!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!J"4/H!/4PbKH!AK!.W?&)-!

:&!E+*B?&)-2!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!J#4"K!9!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!J"4/H!/4PbK=!
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Resultados 
 

! ""P

+.E0-)&2'&.'+(!&.!sharp pointed leaf 9!&)(!XH#Z! !#HZ#!?+&.*)(2!F@&!&.!DOP!&2!$H[O! !#HOP!

'?=!

3(?(N-H!?-)E-0-<1(!9!'-0-)!:&!0(!E0-)T!&0!*(?(N-!:&!0(!E0-)!&)(!2+?+0()!(0!:&!DOP!D&)-!0-2!

DI*(0-2!&)(.!?R2!&2*)&'L-2!9!&.!-'(2+-.&2!&]L+A1(.!*-.-2!;&):&2!&.!(0<@.(2!,-.(2!JE+<@)(!

/#(! 9! /#AK=! >(2! E0-)&2! :&2())-00()-.! @.! '-.-! &2*(?+.(0! .-! E@2+-.(:-! '-.! &2*(?A)&2!

'@);(:-2!JE+<@)(!/#AK=!!

C0! .W?&)-! :&! 2ID(0-2! 9! DI*(0-2! E@&! 2+?+0()! (0! :&0! DOP=!72+?+2?-H! 0-2! '()D&0-2! .-!

&]L+A1(.!(0*&)('+-.&2!(D()&.*&2!&.!0-2!:+2*+.*-2!&2*(:+-2!E0-)(0&2=!

!

!

!

!

!

!

M()('*&)&2! )&0('+-.(:-2! '-.! &0! E)@*-T! sharp pointed leaf 9! &]L+A+B! @.! &2'(2-!

D-)'&.*(Q&! :&! '@(Q(:-=! >-2! D-'-2! E)@*-2! F@&! '@(Q()-.! &)(.! 2+?+0()&2! (! 0-2! :&0! '@0*+;()!

-)+<+.(0!JDOPK!9!*&.1(.!2&?+00(2=!5&!L&'L-H!&.!&2*&!'(2-!21!2&!D@:-!-A*&.&)!0(!38/!J(@.F@&!

&0!.W?&)-!:&!2&?+00(2!E@&!&2'(2-K!9!(:&?R2!2&!'-.2+<@+&)-.!(0<@.(2!2&?+00(2!:&0!)&*)-')@'&!

spl9!J K!]!DOP!J K=!

!

Figura 20.!5&*(00&!:&!0(!E0-)!:&0!?@*(.*&!Sharp pointed leaf 9!J(!9!AK!)&2D&'*-!(!0(!:&!DOP!J'K=!

(! A '



Resultados 
 

!""X

!

necrotic leaf (código 120b P4) 

C2*&!?@*(.*&!D)-'&:&!:&!@.(!*)(.2E-)?('+B.!<&.I*+'(!)&(0+,(:(!'-.!@.(!'-.2*)@''+B.!

F@&!D-)*(!&0!<&.!?()'(:-)!nptII!9!&0!<&.!:&0(*-)!UidA=!

!

V-)E-0-<1(!9!'-0-)!:&! 0(!L-Q(T! 0(2!L-Q(2!:&0!?@*(.*&! E@&)-.!:&!?&.-)! *(?(N-!F@&! 0(2!:&!

DOP=!>(2!L-Q(2!&]L+A&.!@.! 0+<&)-! Q(2D&(:-H!D-)! 0-!F@&!D()&'&.! *&.&)!@.!'-0-)!;&):&!(0<-!

?&.-2!+.*&.2-!F@&!0(2!:&0!S3=!

6&')-2+2!&.!&0!A-):&!:&!0(2!L-Q(2=!C0!'()R'*&)!F@&!+.+'+(0?&.*&!.-2!00(?B!?R2!0(!(*&.'+B.!

E@&!0(!(D()+'+B.!21.*-?(2!D)&?(*@)-2!:&!.&')-2+2!&.!0-2!A-):&2!:&!0-2!E-0+-0-2!JE+<@)(!/"K=!

M-.;+&.&!)&2(0*()!F@&!0(!.&')-2+2!D)&'-,!2&!-A2&);(!+.'0@2-!&.!L-Q(2!QB;&.&2=!!!

Figura 21.!c-Q(!:&!necrotic leafT!(K!?-)E-0-<1(!:&!0(!L-Q(!9!21.*-?(2!:&!2&.&2'&.'+(!*&?D)(.(!&.!
0-2!A-):&2!:&0!E-0+-0-!&.!@.(!D0(.*(!'@0*+;(:(!&.!&0!+.;&).(:&)-U!AK!*(?(N-!:&!0(!L-Q(!:&0!?@*(.*&!

J+,:(=K!)&2D&'*-!(!0(!:&!DOP!J:'L(=KU!'K!:&*(00&!:&!@.!E-0+-0-!:&!0(!D0(.*(!?@*(.*&=!

(!

A! '!



Resultados 
 

! ""Y

3(?(N-!9!LRA+*-!:&!')&'+?+&.*-!:&0!?@*(.*&T!0(!D0(.*(!:&0!?@*(.*&!*&.1(!@.!*(?(N-!2+?+0()!

(!0(!:&!DOP=!>(!0-.<+*@:!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!E@&!?&.-)!F@&!&.!DOPH!D&)-!&.*)&!

0(2!)&2*(.*&2!+.E0-)&2'&.'+(2!.-!2&!-A2&);B!@.(!*&.:&.'+(!'0()(!JE+<@)(!//(K=!!

c(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(H!necrotic leaf :&2())-00B!?&.-2!E+*B?&)-2!F@&!DOP=!C.!

'(?A+-H!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2H!&0!.W?&)-!:&!E+*B?&)-2!E@&!?(9-)!JE+<@)(!//AK=!!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
!

3+&?D-!:&!E0-)('+B.T!M-.;+&.&!)&2(0*()!F@&!&0!?@*(.*&!necrotic leaf &]L+A+B!@.!(:&0(.*-!:&!

0(! E0-)('+B.! &.! &0! &2D('+-! JE+<@)(! //(! 9! //AK! D&)-! .-! &.! &0! *+&?D-H! '-.! @.! )+*?-! :&!

')&'+?+&.*-!2+?+0()!(0!:&!DOP=!!

c(2*(!0(!E&'L(!.-!2&!L(!)&(0+,(:-!&0!%-@*L&).!9!D-)!*(.*-!.-!2(A&?-2!&0!.W?&)-!:&!

+.2&)'+-.&2=!%+!*@;+&)(!;()+(2!+.2&)'+-.&2!D@&:&!F@&!0(2!:+;&)2(2!(0*&)('+-.&2!-A2&);(:(2!&.!

necrotic leaf!2&!:&A(.!.-!(!@.(H!2+.-!(!:-2!-!?R2!+.2&)'+-.&2H!&.!'@9-!'(2-!2&)1(!E('*+A0&!

2&D()()!0-2!&E&'*-2!F@&!D)-:@'&!'(:(!+.2&)'+B.!&?D0&(.:-!2&?+00(2!:&!@.!)&*)-')@'&=!!!!

\.E0-)&2'&.'+(T!0(!()F@+*&'*@)(!:&!0(!+.E0-)&2'&.'+(!E@&!2+?+0()!(!0(!:&!DOP!D&)-!&0!.W?&)-!

:&! E0-)&2! D-)! +.E0-)&2'&.'+(! E@&! ?&.-)=! _-)! *I)?+.-! ?&:+-H! &0! .W?&)-! :&! E0-)&2! D-)!

+.E0-)&2'&.'+(!&.!necrotic leaf!E@&!XHPP! !#HZ"!?+&.*)(2!F@&!&.!DOP!&2!$H[O! !#HOP!'?=!

Figura 22.! M()('*&)&2! )&0('+-.(:-2! '-.! &0! :&2())-00-! ;&<&*(*+;-! :&! mottled leaf 120=! (K!
>-.<+*@:!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!J#4"K!9!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!J"4/H!/4PbKH!AK!.W?&)-!

:&!E+*B?&)-2!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!J#4"K!9!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!J"4/H!/4PbK=!
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Resultados 
 

!""$

3(?(N-H!?-)E-0-<1(!9!'-0-)!:&!0(!E0-)T!6-!2&!(D)&'+()-.!:+E&)&.'+(2!)&2D&'*-!(0!S3=!

M()('*&)&2!)&0('+-.(:-2!'-.!&0!E)@*-T!necrotic leaf &]L+A+B!@.!&2'(2-!D-)'&.*(Q&!:&!'@(Q(:-=!

>-2! E)@*-2! F@&! '@(Q()-.! &)(.! 2+?+0()&2! (! 0-2! :&! DOPH! (@.F@&! *&.1(.! D-'(! 2&?+00(! 9! I2*(!

D)&2&.*B!D)-A0&?(2!:&!<&)?+.('+B.=!

M-.;+&.&!)&2(0*()!F@&!2&!:+2D-.&!:&!2&?+00(2!:&!nl!J K!]!DOP!J K=!

Dwarf 17 (código 17a Tm) 

C2*&!?@*(.*&!D)-'&:&!:&!@.(!*)(.2E-)?('+B.!<&.I*+'(!)&(0+,(:(!'-.!@.(!'-.2*)@''+B.!

F@&!'-.2*(!:&0!<&.!?()'(:-)!nptII!9!:&0!<&.!:&0(*-)!GFP=!

V-)E-0-<1(! 9! '-0-)! :&! 0(! L-Q(T! 0(2! L-Q(2! :&0! ?@*(.*&! &)(.! :&! ?&.-)! *(?(N-! J*(.*-! 0(!

0-.<+*@:!:&!0(!L-Q(!'-?-!&0!'(0+A)&!:&!0-2!E-0+-0-2K!9!:&!@.!*-.-!;&):&!?R2!'0()-!J;&)!E+<@)(!

/PK=!

!

!

!

!

!

!

! Figura 23.!5&*(00&!:&!0(!L-Q(!:&!dwarf 17!J+,:(=K!)&2D&'*-!(!0(!:&!DOP!J:'L(=K=!



Resultados 
 

! ""O

3(?(N-!9!LRA+*-!:&!')&'+?+&.*-!:&0!?@*(.*&T!&0!?@*(.*&!*&.1(!?&.-)!*(?(N-!F@&!DOP=!7!

0-2! :-2!?&2&2! 9!?&:+-H! 0(2! D0(.*(2! :&0!?@*(.*&! *&.1(.! "dP! :&! 0(! 0-.<+*@:! :&! 0(2! :&! DOP!

JE+<@)(!/XK=!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
!
!

Figura 24.! M)&'+?+&.*-! :&! :-2! )ID0+'(2! '0-.(0&2!
:&! 0(! 38"! :&! dwarf 17=! eA2I);&2&! F@&! 0(2! :-2!
)ID0+'(2! '0-.(0&2! ?+:&.! @.-2! $#! '?! *)(2! :-2!

?&2&2!9!?&:+-!:&!'@0*+;-=!C.!&2&!?+2?-!D&)+-:-H!

0(2!D0(.*(2!:&!DOP!(0'(.,(.!@.(!(0*@)(!(D)-]+?(:(!

:&!"Z#!'?=!

#

"#

/#

P#

X#

Y#

$#

O#

Z#

[#

:f()E!"O /XHY# "/HY# "#H## "/HY# OH##

DOP O[H$# /#H"# /"H/# /XH$# "PH$#

#4" "4/ /4P P4X X4Y

#

/

X

$

Z

"#

"/

:f()E!"O OHY# XHY# PH## PHY# PH##

DOP "#HY# /HX# /H## PH/# /HX#

#4" "4/ /4P P4X X4Y

Figura 25.! M()('*&)&2! )&0('+-.(:-2! '-.! &0! :&2())-00-! ;&<&*(*+;-! :&!dwarf 17T! (K!>-.<+*@:!
L(2*(! 0(! D)+?&)(! +.E0-)&2'&.'+(! J#4"K! 9! &.*)&! +.E0-)&2'&.'+(2! J"4/H! /4PbKU! AK! .W?&)-! :&!

E+*B?&)-2!L(2*(!0(!D)+?&)(!+.E0-)&2'&.'+(!J#4"K!9!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!J"4/H!/4PbK=!
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Resultados 
 

!""Z

>(! 0-.<+*@:!L(2*(! 0(!D)+?&)(! +.E0-)&2'&.'+(!&.!&0!?@*(.*&! E@&!?@'L-!?&.-)!F@&!&.!

DOP=!C.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!-'@))1(!AR2+'(?&.*&!0-!?+2?-!JE+<@)(!/Y(K=!!

_-)!-*)-! 0(:-H!dwarf 17 :&2())-00B!?&.-2! E+*B?&)-2!L(2*(! 0(!D)+?&)(! +.E0-)&2'&.'+(!

D&)-!?R2!E+*B?&)-2!&.*)&!+.E0-)&2'&.'+(2!JE+<@)(!/YAK=!

3+&?D-!:&!E0-)('+B.T!C0!?@*(.*&!&]L+A+B!@.!(:&0(.*-!:&!0(!E0-)('+B.!&.!&0!&2D('+-!JE+<@)(!

/Y(!9!/YAK!D&)-!.-!&.!&0!*+&?D-=!70!+<@(0!F@&!&.!-*)-2!?@*(.*&2H!&0!)+*?-!:&!')&'+?+&.*-!

&)(! ?@9! 0&.*-=! >(2! D0(.*(2! :&! E&.-*+D-! ?@*(.*&! :&2())-00()-.! 0(! D)+?&)(! +.E0-)&2'&.'+(!

'@(.:-!0(2!:&!E&.-*+D-!2+0;&2*)&!9(!*&.1(.!&.!*-).-!(!P!+.E0-)&2'&.'+(2=!!

\.E0-)&2'&.'+(T!0(!()F@+*&'*@)(!:&!0(!+.E0-)&2'&.'+(!E@&!2+?+0()!(!0(!:&!DOPH!D&)-!&0!.W?&)-!

:&!E0-)&2!F@&!(D()&'1(.!&.!'(:(!+.E0-)&2'&.'+(!&)(!?&.-)=!_-)!*I)?+.-!?&:+-H!&0!.W?&)-!:&!

E0-)&2!D-)!+.E0-)&2'&.'+(!&.!dwarf 17!E@&!XHZ! !#HP!?+&.*)(2!F@&!&.!DOP!&2!OH"! !#HPP!'?=!

3(?(N-H!?-)E-0-<1(!9!'-0-)!:&!0(!E0-)T!6-!2&!(D)&'+()-.!:+E&)&.'+(2!)&2D&'*-!(0!S3=!

M()('*&)&2!)&0('+-.(:-2!'-.!&0!E)@*-T!0(2!D0(.*(2!:&!dwarf 17 *&.1(.!?&.-2!E)@*-2!F@&!0(2!:&!

DOPH!D&)-!0-2!E)@*-2!&)(.!2+?+0()&2!(!0-2!:&0!*&2*+<-=!!
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Otros mutantes con efectos dominantes, semidominantes o aditivos de la colección de 

plantas transgénicas con construcciones convencionales 

5&! E-)?(! ?@9! )&2@?+:(H! &.! 0(! *(A0(! //! 2&! D@&:&.! ;&)! -*)-2! ?@*(.*&2! F@&! 2&!

:&*&'*()-.!&.!0(!'-0&''+B.!:&!01.&(2!34567!-A*&.+:(2!'-.!'-.2*)@''+-.&2!&2*R.:()=!

Tabla 22. e*)-2!?@*(.*&2!D()(!'()('*&)&2!;&<&*(*+;-2!:&*&'*(:-2!&.!38"!

8&.-*+D-2! G&.-*+D-2!-A2&);(:-2!

curly leaf! J//(! MEK! JE+<@)(! /$(! 9! /$AK9! reversible 
spiral branching JX#:!_XK!

c-Q(2! ())@<(:(2! :@)(.*&! 0(2! D)+?&)(2! &*(D(2! :&!
')&'+?+&.*-!F@&!)&;&)*1(.!*)(2!@.!D&)+-:-!D)-0-.<(:-!
:&!'@0*+;-!&.!&0!+.;&).(:&)-=!

YP(!MEH!O"(!_ZH!"#(!_P!9!$P(!_X! _0(.*(2!F@&!&]L+A+&)-.!@.!)+*?-!:&!')&'+?+&.*-!0&.*-!
9!@.!D-)*&!:IA+0=!C2*(2!D0(.*(2!.-!'@(Q()-.!E)@*-2=!

$/'!ME!9!/O#(!ME! _0(.*(2!F@&!&]L+A+&)-.!@.!)+*?-!:&!')&'+?+&.*-!0&.*-!
9! :&2())-00()-.! L-Q(2! Q(2D&(:(2=! C2*(2! D0(.*(2!
'@(Q()-.!D-'-2!E)@*-2=!

/A!_P! _0(.*(2!F@&!&]L+A+&)-.!@.!)+*?-!:&!')&'+?+&.*-!0&.*-!
9! :&2())-00()-.! L-Q(2! Q(2D&(:(2=! C.! &2*(! D0(.*(! .-!
'@(QB!.+.<W.!E)@*-=!

Sharp pointed leaf 78 JOZ(!MEK _0(.*(!:&!D-)*&!:IA+0!9!L-Q(2!Q(2D&(:(2=!

O"(!_[! _0(.*(!&.(.(!F@&!.-!00&<B!(!:&2())-00()!E0-)&2=!

Dwarf 16 J"$(!_/KH!dwarf 64 J$X(!_XKH!/"'!_$!9!O$(!
_X!JE+<@)(!/$'K!

_0(.*(2! ?@9! '-?D('*(2! F@&! :&2())-00()-.! D-'-2!
E)@*-2=!

"Z(!_[! _0(.*(! :&! D-)*&! &.(.-! 9! L-Q(2! :&! *-.(0+:(:! ;&):&!
'0()-=!6-!:&2())-00B!E0-)&2=!

YZ(!_Z! _0(.*(! :&! D-)*&! '-?D('*-! '-.! (0<@.(2! (0*&)('+-.&2!
&.!0(2!E0-)&2=!

$P!(!_Z! _0(.*(! :&! D-)*&! '-?D('*-=! G0-)&2! (D()&.*&?&.*&!
.-)?(0&2=!C.!&2*(2!D0(.*(2!.-!'@(Q()-.!E)@*-2=!

Waxy leaf JY"(!%DK _0(.*(! '-.! L-Q(2! D&F@&N(2! 9! 'I)&(2=! 6-! '@(Q()-.!
E)@*-2=!

Mottled leaf 150 J"Y#A!%DK _0(.*(!'-.!L-Q(2!Q(2D&(:(2=!

Wrinkled leaf  J"ZYA!%DK _0(.*(! '-.! 0(2! L-Q(2! ())@<(:(2=! M@(Q()-.! D-'-2!
E)@*-2!'-.!D-'(2!2&?+00(2!

$Z(!_X! _0(.*(! 2-.! 21.*-?(2! 2+?+0()&2! (! 0-2! D)-;-'(:-2! D-)!
@.(!+.E&''+B.!;1)+'(!9!E0-)&2!?@9!D&F@&N(2=!

!
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Figura 26.! Curly leafT! (K! L-Q(2! '@);(:(2! 9!
())@<(:(2! :@)(.*&! 0(2! D)+?&)(2! &*(D(2! :&!

')&'+?+&.*-H! AK! ?-)E-0-<1(! :&! 0(! L-Q(! :&0!

?@*(.*&!J:'L(=K!)&2D&'*-!(0!*&2*+<-!J+,:(=K=!

'K O$(!_XT!D0(.*(!:&!D-)*&!'-?D('*-!J*(?(N-!
*)(2!Y!?&2&2!:&!'@0*+;-!&.!+.;&).(:&)-K=!
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3.2.1.b. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con la trampa de 

intensificadores 

De la colección de líneas T-DNA con la trampa de intensificadores, se evaluaron 948 

plantas TG1 (todas ellas diploides) y se detectaron 137 genotipos con alteraciones en el 

desarrollo vegetativo. Los mutantes de mayor relevancia se describen a continuación. 

14 ET73 (compact 1b) 

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamaño que las del 

testigo. Los foliolos eran más estrechos y lobulados (figura 27a), y el color de un tono 

verde más claro. Los foliolos exhibían nervios muy pronunciados (figura 27c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante exhibió un porte compacto que, 

junto al menor tamaño y color más claro de la hoja, le daba un aspecto muy peculiar 

(figura 28). 

Figura 27. Características de la hoja de compact 1b (a y c) respecto a la del testigo (b). 
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Figura 28. Aspecto de compact 1b tras 4 meses de cultivo en el invernadero (a). 
Comparación del tamaño del mutante (izda.) respecto a una planta de fenotipo 
silvestre (dcha.) (b). 
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Figura 29. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de compact 1b. a) Longitud 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de 
fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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En este mutante, la longitud hasta la primera inflorescencia fue menor que en p73. 

Entre inflorescencias ocurría básicamente lo mismo (figura 29a).  

El número de fitómeros hasta la primera inflorescencia fue similar al de p73, pero 

entre inflorescencias (1ª – 2ª; 2ª – 3ª) el número de fitómeros fue algo mayor que en p73 

(figura 29b).  

Tiempo de floración: el mutante exhibió un adelanto de la floración en el espacio 

(figura 29a) pero no en el tiempo. Además, en las primeras inflorescencias se formaron 

pseudoflores y no flores verdaderas. Asimismo, y al igual que en otros mutantes de este 

tipo, se pudo comprobar que el ritmo de crecimiento era muy lento.  

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73 pero el número 

de flores que se formaban en cada inflorescencia era menor. El número medio de flores por 

inflorescencia en compact 1b fue de 2,9  0,3 mientras que en p73 fue de 7,1  0,3 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño, morfología y color de la flor: Tal y como se ha comentado anteriormente, en las 

primeras inflorescencias se formaron pseudoflores y no flores verdaderas. No obstante, a 

partir de los 6 meses de cultivo, las plantas del mutante empezaron a desarrollar flores 

propiamente dichas, aunque en general las flores eran de menor tamaño que las de p73 y 

exhibían alteraciones importantes. Los sépalos eran de menor tamaño que el resto de los 

verticilos, lo que permitía visualizar los pétalos en estadios anteriores a antesis (figura 

30a). La mayor parte de las flores se desprendía de la inflorescencia sin llegar a cuajar 

frutos, quizá debido a problemas de esterilidad masculina y/o femenina. El análisis 

histológico de flores cortadas longitudinalmente permitió que pudiéramos ver algunas de 

Figura 30. Flores de compact 1b: a) Desarrollo anómalo de las flores del mutante; b) Detalle 
del pistilo de una flor en estadio de botón floral 
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las alteraciones en los verticilos internos, como por ejemplo, estilo aberrante y muy 

pequeño, pocos óvulos, morfología del ovario muy diferente a la del ovario de p73, o cono 

estaminal no fusionado (figura 30b). 

Caracteres relacionados con el fruto: los pocos frutos que se desarrollaron en el mutante 

eran diferentes a los del testigo, entre oblongo-alargados y piriformes, con manchas 

longitudinales de tonalidad naranja y verde (según sectores) en la piel (figura 31).  

Los frutos se desarrollaron en plantas envejecidas, contenían muy poca semilla y ésta 

no era viable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patrón de expresión del delator: El gen delator se expresó en el raquis de la hoja y el 

peciolo del foliolo. En flores, se detectó expresión en anteras (antesis) y en algunos 

tricomas del sépalo (figura 30b). En fruto el delator se expresó en el pericarpio. De 

momento, no se ha encontrado ninguna asociación entre el fenotipo de compact1b 

(entendido como el conjunto de alteraciones que presenta el mutante) y el patrón de 

expresión del delator. 

Número de insertos: El análisis Southern realizado en el laboratorio de los Dres. Lozano y 

Angosto indica que el mutante tiene una sola inserción.  

Figura 31. Detalle de la morfología y variegación en la piel de los 
frutos que se desarrollaron en las plantas del mutante compact 1b 
(a) respecto a los frutos de p73 (b). 
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343 ET73 

Morfología y color de la hoja. Las hojas del mutante eran de menor tamaño que las del 

testigo, jaspeadas y de un tono verde más claro. 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante. El mutante exhibió un porte más compacto 

que p73, pero su fenotipo no se parecía en nada al del mutante compact1b (figura 33a; 

comparar con la figura 28).  

En este mutante, la longitud hasta la primera inflorescencia fue algo menor que en 

p73, mientras que de la primera a la segunda inflorescencia la distancia fue mayor (figura 

32a).  

El número de fitómeros hasta la primera inflorescencia, así como entre 

inflorescencias, fue mayor en el mutante 343 ET73 que en p73 (figura 32b). 

El mutante exhibió un ritmo de crecimiento muy lento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de 343 ET73. a) Longitud hasta la 
primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de fitómeros hasta la 
primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

343 ET73 72,00 35,00 22,00

p73 79,60 20,10 21,20

0-1 1-2 2-3

0

2

4

6

8

10

12

14

16

343 ET73 14,00 6,00 3,00

p73 10,50 2,40 2,00

0-1 1-2 2-3

Inflorescencias 

Lo
ng

itu
d 

(c
m

) 

Inflorescencias 

N
úm

er
o 

de
 fi

tó
m

er
os

 

a 

b 



Resultados 
 

 126

Tiempo de floración: el mutante exhibió un claro retraso de la floración a nivel temporal, 

ya que se pudo comprobar que el ritmo de crecimiento era muy lento.  

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73.  

Tamaño, morfología y color de la flor: las flores del mutante eran de menor tamaño que las 

de p73. Un aspecto notable, era la elevada densidad, y la exagerada longitud, de los 

tricomas presentes en las flores, lo que era especialmente patente en los estadios anteriores 

a antesis (ver figura 33b y 33c).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los pétalos eran de color amarillo pálido, con tonalidades verdes. Los extremos de 

los estambres se encontraban curvados hacia el exterior y no estaban perfectamente 

fusionados (figura 33c y 33d). 

Caracteres relacionados con el fruto: Tras 7 meses de cultivo en el invernadero, el mutante 

desarrolló frutos de morfología idéntica a la del testigo aunque de menor tamaño. Los 

Figura 33. Detalles relacionados con el desarrollo vegetativo y reproductivo del mutante 343 ET73: 
a) Crecimiento compacto del mutante después de 7 meses b) Elevada densidad de tricomas en las 
flores; c) Curvatura de los estambres y sépalos en estadios previos a antesis; d) Flor en estadio de 
antesis. Obsérvese la falta de fusión en el cono estaminal 
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frutos contenían muy pocas semillas. Aún así, las pocas semillas que se pudieron obtener 

eran viables, lo que permitió hacer la evaluación de una pequeña muestra de la 

descendencia TG2.  

Patrón de expresión del delator. No se observó expresión del gen delator en las estructuras 

vegetativas analizadas; en cambió sí se detectó expresión en flores.  

En concreto, en el estadio de botón floral, se observó una expresión tenue en sépalos. 

Esto podría ser interesante porque puede darse el caso de que esa expresión “tenue” se 

localice en las células precursoras de los tricomas. De ser así, habría una asociación entre 

el patrón de expresión del delator y este aspecto fenotípico particular. No obstante, antes de 

poder llegar a tal conclusión, hay que hacer un análisis más detallado a nivel histológico, 

estudiando el patrón de expresión GUS en las etapas más tempranas del desarrollo de la 

flor.  

También se observó expresión GUS en anteras, tanto de flores en preantesis (nivel de 

expresión moderado) como de flores en antesis (nivel de expresión alto). En este caso, sí 

puede haber correspondencia entre la expresión GUS en anteras y el fenotipo relacionado 

con la falta de fusión del cono estaminal.  

Número de insertos: El análisis Southern realizado en la UAL indica que el mutante tiene 

dos inserciones.  

Análisis fenotípico en la descendencia TG2. Debido al escaso número de semillas en los 

frutos de las plantas TG1 (debido, probablemente, a que la falta de fusión del cono 

estaminal dificulta la autofecundación natural) sólo se pudieron cultivar 12 plantas TG2 en 

el invernadero.  

Lo primero que se observó fue un retraso en el desarrollo de las plántulas de la TG2, 

respecto a p73. Las plántulas TG2 tenían cotiledones pequeños y con algunas 

malformaciones (figura 34a). Este hecho se observó en todas las plántulas que germinaron. 

Más tarde, se pudo ver que todas las plantas TG2 exhibían un ritmo de crecimiento muy 

lento. A los tres meses de cultivo en el invernadero se observó que todas las plantas TG2 

tenían hojas jaspeadas y de color más claro, un fenotipo similar al que exhibía la TG1 

(figura 34c y 34d).  

Entre las 12 plantas de la TG2, no encontramos ninguna de fenotipo WT. Es más, 

algunas TG2 tenían un fenotipo más extremo que las restantes y que la propia TG1 (figura 
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34c). En realidad, esto no resulta nada extraño si considera que la TG1 tenía dos 

inserciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En efecto, si denominamos como A y B las dos inserciones (siendo a y b, los alelos 

nulos de los correspondientes loci), el fenotipo de la TG1 sería di-hemicigótico (Aa Bb) y 

la segregación en la TG2 sería: 1/16 (AA BB) + 2/16 (AA Bb) + 2/16 (Aa BB) + 4/16 (Aa 

Bb) + 1/16 (AA bb) + 2/16 (Aa bb) + 1/16 (aa BB) + 2/16 (aa Bb) + 1/16 (aa bb).  

Si el fenotipo se debe al efecto combinado de las dos inserciones, como la frecuencia 

de plantas acigóticas para ambas (aa bb) es 1/16, al cultivar sólo 12 plantas de la TG2 es 

Figura 34. Detalles relacionados con el desarrollo vegetativo de la descendencia (plantas TG2) del 
mutante 343 ET73: a) Plántulas TG2 de 343 ET73 en estadio cotiledonario (izda.) TG2 en 
comparación con las de p73 (dcha.); b) Plantas de p73 tras tres meses de cultivo en invernadero. c) 
Plantas TG2 del mutante tras tres meses de cultivo en invernadero. Obsérvese que todas las plantas 
tienen menor crecimiento, pero algunas son de fenotipo más extremo; d) Detalle del jaspeado de las 
hojas, similar a lo observado en la TG1. 
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muy probable que no se llegue a detectar ninguna de esta clase (acigótica y, por tanto, con 

fenotipo WT). Si, en cambio, el fenotipo mutante estuviera causado por el efecto de una 

sola inserción (con lo cual, la otra tendría un efecto nulo), en la TG2 las plantas de fenotipo 

mutante deberían ser (AA BB + AA Bb + Aa BB + Aa Bb + AA bb + Aa bb) o, 

alternativamente (AA BB + AA Bb + Aa BB + Aa Bb + aa BB + aa Bb). Sea cual sea la 

copia que causa la mutación insercional, la distribución de fenotipos en la TG2 sería: ! 

mutantes + " WT. En términos de probabilidad, no cabe admitir está hipótesis porque al 

cultivar 12 plantas de la TG2 deberíamos haber encontrado al menos una de fenotipo WT 

con una probabilidad de fallo menor del 5 %.  

Así pues, en principio, la hipótesis que parece más probable es que el fenotipo 

mutante esté causado por ambas inserciones. De ser así, las dos copias tienen un efecto 

pleiotrópico porque lo que denominamos como fenotipo mutante es un conjunto de 

caracteres fenotípicos. 

Por otro lado, la existencia de plantas TG2 de fenotipo más extremo que la TG1 (y 

que las restantes plantas de la TG2) se podría explicar por un efecto de dosis. Es decir, 

podría ser que las plantas homocigóticas para ambas inserciones (AA BB) o para una de 

ellas combinada con la otra (AA Bb + Aa BB) tengan un fenotipo más extremo. Una 

hipótesis alternativa es que exista algún tipo de interacción entre ambas copias, por 

ejemplo algún tipo de epistasia.  

De momento, no podemos inclinarnos por una u otra de las hipótesis anteriores 

porque la muestra de plantas TG2 que se han cultivado es demasiado escasa. No obstante, 

conviene resaltar que se ha obtenido semilla TG3 de estas plantas TG2. Así pues, en 

trabajos ulteriores, obtendremos más semillas TG2 (mediante polinización manual, a fin de 

evitar el problema que ocasiona la falta de fusión del cono estaminal) y cultivaremos una 

muestra suficientemente grande de la TG2, junto con las progenies TG3 que hemos 

obtenido, a fin de llegar a una conclusión clara.   
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605 ET73 

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamaño que las del 

testigo, pero sus foliolos eran más estrechos y con lóbulos más pronunciados. La hoja tenía 

una tonalidad verde clara (figura 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante exhibió un patrón de crecimiento 

diferente en función de las condiciones medioambientales del invernadero.  

Cuando el cultivo de la TG1 se llevó a cabo en un invernadero con una humedad 

relativamente baja y con una luz más natural durante el periodo diurno (invernadero 1) la 

planta tenía un porte más compacto ver (figura 38a). En este caso, la longitud hasta la 

Figura 35. Planta de fenotipo mutante a los 
tres meses de cultivo (a) en la que se puede 
ver la morfología característica de la hoja (b). 
Tamaño, color y morfología de la hoja del 
mutante 605 ET73 (c) respecto a la del 
testigo (d). 
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primera inflorescencia fue menor que en p73. Entre inflorescencias ocurría básicamente lo 

mismo (figura 36a). En cambio, el número de fitómeros entre inflorescencias no fue 

diferente respecto a p73 (figura 36b). La longitud internodal de 605 ET73 fue mucho 

menor que en p73. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorprendentemente, al cultivar la planta en un invernadero con una elevada humedad 

relativa y en el que las plantas se encuentran más bien expuestas a una iluminación de tipo 

artificial (invernadero 2), el porte de la planta fue similar al p73 (figura 38b). En estas 

condiciones, la longitud hasta la primera inflorescencia era similar a la de p73. En cambio, 

la longitud entre la 1ª y 2ª inflorescencias era notablemente mayor (figura 37a). El número 

de fitómeros entre inflorescencias fue similar al de p73 (figura 37b). 

A pesar de las diferencias que ocasiona el ambiente en el patrón de crecimiento de 

605 ET73, el resto de alteraciones en el desarrollo típicas de este mutante (e.g.: morfología 

y color de la hoja) se manifestaron con la misma intensidad en los dos invernaderos. 

 

Figura 36. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de 605 ET73 (Invernadero 1) 
a) Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) 
número de fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Figura 37. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de 605 ET73 (Invernadero 2) 
a) Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) 
número de fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Tiempo de floración: El mutante exhibió un adelanto en la floración en el espacio (figuras 

36 y 37) pero no en el tiempo ya que su ritmo de crecimiento fue más lento que el de p73. 

Además, las primeras inflorescencias no generaron flores verdaderas, sino pseudoflores. A 

partir de los 4 meses de cultivo empezaron a desarrollarse flores normales. 

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia, al menos desde el momento a partir del 

cual se empezaron a visualizar flores verdaderas, fue similar a la de p73. No obstante, las 

inflorescencias del mutante contenían menos flores. El número medio de flores por 

inflorescencia en las plantas cultivadas en el invernadero 1 fue de 3,0  0,2 y en el 

invernadero 2 fue de 2,1  0,6 mientras que en p73 fue de 7,1  0,3 cm. 

Tamaño, morfología y color de la flor: la flor se caracterizaba por tener pétalos mucho más 

estrechos que los de las flores de p73 y de color amarillo pálido (figura 39a). Los restantes 

verticilos eran aparentemente normales. 

Figura 38. Detalle del crecimiento del mutante 605 ET73 en el invernadero 
1, en el que la planta exhibió un porte más compacto (a) y en el invernadero 
2 donde el porte era similar al de p73 (b) 

a b 
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Caracteres relacionados con el fruto: Tras 6 meses de cultivo en el invernadero, el mutante 

desarrolló frutos de morfología idéntica a la del testigo (figura 39b), aunque de menor 

tamaño y partenocárpicos.  

Número de insertos: el análisis Southern realizado en la UAL indica que la TG1 tiene 

múltiples insertos. 

Patrón de expresión del delator: en estructuras vegetativas, se detectó expresión GUS en el 

raquis de la hoja, peciolo y limbo del foliolo, así como en el tallo. En estructuras 

reproductivas la expresión se observó principalmente en sépalos (figura 40). 

 

 

 

Figura 39. a) flor de una de planta mutante (izda.) y de 
p73 (dcha.). b) Morfología de un fruto de 605 ET73. 

a b 

Figura 40. Expresión del delator en 
la flor de una planta mutante 
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3.2.2. Mutantes con efectos recesivos 

3.2.2.a. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con construcciones 

convencionales 

Tras la caracterización de 17 progenies TG2, se identificó un mutante al que 

denominamos, por su pequeño tamaño, nanotom. Sus alteraciones fenotípicas más 

relevantes se describen a continuación. 

nanotom (código 16a P8) 

Este mutante procede de una transformación genética realizada con una construcción 

que porta el gen marcador nptII y el gen delator GFP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La TG1 tenía un fenotipo indistinguible de p73. En cambio, cuando se cultivó la TG2 

se observó que algunas plantas exhibían un ritmo de crecimiento extremadamente lento. 

Por su fenotipo característico, a estas plantas las denominamos nanotom.  

Tras la nascencia, las plántulas nanotom se desarrollan de forma aparentemente 

normal. No obstante, después de la aparición de las primeras hojas verdaderas, el 

crecimiento de las plantas nanotom se detiene. Mientras que las plantas WT procedentes de 

la misma TG2, así como las plantas del cultivar original (p73) se desarrollan normalmente, 

las nanotom mantienen su fenotipo enano durante unos dos meses. En concreto, a los dos 

Figura 50. El mutante nanotom y plantas de fenotipo silvestre tras dos meses de cultivo en el 
invernadero. Las fotos corresponden a diferentes tandas de cultivo: a) momento en el que se 
identificó el mutante y b) cultivo de la TG2 en maceta individual (las plantas con fenotipo nanotom 
están señaladas con una flecha). 

a b 
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meses de cultivo en el invernadero, las plantas nanotom tenían una altura aproximada de 

10,0  1,1 cm mientras que las de fenotipo WT  alcanzaban los 95,0  15 cm (figura 50).  

Lo curioso es que durante este periodo de crecimiento detenido (en realidad, de no 

crecimiento), las plantas nanotom no parecen tener síntomas de senescencia en sus hojas, 

sino que simplemente se mantienen en una especie de fase “de latencia”. 

Sorprendentemente, a partir de los dos meses o dos meses y medio las plantas 

nanotom retoman el crecimiento, aunque, eso sí, a un ritmo extraordinariamente lento. A 

los tres meses de cultivo las plantas de fenotipo nanotom medían 32,0  5 cm (las WT 

alcanzaban en ese momento una altura de 208  48 cm); a los cuatro meses 79,5  13 cm 

(las WT ya habían alcanzado la máxima altura que en nuestras condiciones podíamos 

medir: 280,5  2,5 cm); a los cinco meses 133,0  14,5 cm; y a los 6 meses la altura de las 

plantas nanotom era de 145,0  16,4 cm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 51. Ritmo de crecimiento de nanotom  respecto a p73 (a). Plantas nanotom tras 40 
días (b), 90 días (c) y 150 días (d) de cultivo en el invernadero. 
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En la figura 51a se puede ver el ritmo de crecimiento de nanotom y de p73 a lo largo 

del tiempo (expresado como número de días en la figura). En las figuras 51b, c y d se 

pueden ver las distintas etapas de nanotom  durante su largo periodo de cultivo en el 

invernadero. 

Número de insertos y segregación en la TG2. 

El análisis Southern realizado en la UAL indica que, por desgracia, la TG1 de la que 

procede nanotom, tiene 5 inserciones. Esto es un problema porque dificulta cualquier tipo 

de análisis genético que se realice con las progenies de esta planta, así como el análisis de 

la co-segregación entre el fenotipo mutante y la resistencia a la kanamicina conferida por el 

gen marcador (en este caso concreto, el problema es, si cabe, aún mayor, porque, debido a 

la detención del crecimiento que se produce en nanotom, es muy difícil distinguir entre 

plantas nanotom Kan R y Kan S). Además, en el supuesto de que el fenotipo se deba a una 

inserción del T-DNA, o a más de una, y se pretenda clonar el gen (o genes) etiquetado(s), 

no habrá más remedio que separar la(s) copia(s) responsable(s) del fenotipo mutante. 

Para la detección de mutantes recesivos normalmente sembramos 12 plantas de la 

TG2 (11 plantas es el tamaño de familia necesario para identificar un mutante recesivo con 

una probabilidad de fallo menor del 5 %). Evidentemente, no se puede hacer un ajuste de 

segregación con una muestra de 12 plantas. Por ello, tras la detección de un mutante 

recesivo, lo ideal sería sembrar una muestra suficientemente grande de la TG2 para hacer 

el ajuste de segregación propiamente dicho. Esto no es posible, al menos en primera 

instancia, porque debido al gran número de plantas que cultivamos en cada campaña y al 

enorme número de semillas que hay que conseguir (estimamos que el 20 – 25 % del tiempo 

se tiene que dedicar a esta tarea al final de cada campaña), “sólo” obtenemos unas 300 

semillas de cada TG2. Desde luego, no podemos “desperdiciar” todas estas semillas para el 

ajuste de segregación porque luego las podemos necesitar para los distintos ensayos que 

van a realizarse con cada mutante.  

Así pues, en este caso concreto el ajuste de segregación se realizó con dos muestras: 

la primera de tan solo 12 plantas (que es la muestra en la que detectamos el mutante) y la 

segunda de 24 plantas. La distribución de fenotipos (WT – nanotom), su grado de ajuste a 

las segregaciones 3:1 y 15:1, así como las correspondientes 2 de homogeneidad se 

muestran en la tabla siguiente: 
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En principio, la hipótesis más sencilla es que el fenotipo nanotom esté causado por 

una copia en homocigosis, en cuyo caso la segregación debería ajustarse a ! WT : " 

nanotom. En este caso lo más probable es que el fenotipo nanotom se deba a la pérdida de 

función de un determinado gen. Para esta hipótesis (3:1), el análisis de homogeneidad 

indica que no hay motivo para dudar de que las muestras sean homogéneas ( 2 de 

homogeneidad = 0,30; P > 50%; ver tabla 24). El análisis de datos acumulados revela que 

tampoco hay motivos para dudar de la hipótesis de partida, aunque el valor de la 2 (3,70) 

está muy próximo al del nivel de significación ( 2
1 g.l. (5 %) = 3,84).  

Tabla 24. Segregación fenotípica WT – nanotom en dos muestras de la progenie TG2 

Ajuste de la segregación a 3:1  Ajuste de la segregación a 3:1 

M1 (3:1) WT nanotom  M2 (3:1) WT Nanotom 

O 10 2  O 22 2 

E (3:1) 9 3  E (3:1) 18 6 
2 M1 1gl= 0,44 NS  2 M2 1gl= 3,56 NS 

 
 

2 H 1gl=0,30 (NS) 

 
DA (3:1) WT Nanotom 

O 32 4 

E (3:1) 27 9 
2 DA 1gl= 3,70 NS 

 

Ajuste de la segregación a 9:7  Ajuste de la segregación a 9:7 

M1 (9:7) WT Nanotom  M2 (9:7) WT Nanotom 

O 10 2  O 22 2 
E (9:7) 6,75 5,25  E (9:7) 13,5 10,5 
2 M1 1gl= 3,58 NS  2 M2 1gl= 12,23 * 

 
 

2 H 1gl=0,23 (NS) 

 
DA (9:7) WT Nanotom 

O 32 4 
E (9:7) 20,25 15,75 
2 DA 1gl= 15,58 * 
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Tabla 24. Segregación fenotípica WT – nanotom en dos muestras de la progenie TG2 (cont.) 

Ajuste de la segregación a 13:3  Ajuste de la segregación a 13:3 

M1 (13:3) WT Nanotom  M2 (13:3) WT nanotom 

O 10 2  O 22 2 
E (13:3) 9,75 2,25  E (13:3) 19,5 4,5 
2 M1 1gl= 0,03 NS  2 M2 1gl= 1,71 NS 

 
 

2 H 1gl=0,36 (NS) 

 
DA (13:3) WT Nanotom 

O 32 4 
E (13:3) 29,25 6,75 
2 DA 1gl= 1,38 NS 

 
Ajuste de la segregación a 15:1  Ajuste de la segregación a 15:1 

M1 (15:1) WT Nanotom  M2 (15:1) WT nanotom 

O 10 2  O 22 2 
E (15:1) 11,25 0,75  E (15:1) 22,5 1,5 
2 M1 1gl= 2,22 NS  2 M2 1gl= 0,18 NS 

 
 

2 H 1gl=0,95 (NS) 

 
DA (15:1) WT Nanotom 

O 32 4 
E (15:1) 33,75 2,25 
2 DA 1gl= 1,45 NS 

 

Los datos observados se ajustan mejor a una segregación 15:1 (epistasia doble 

dominante). El análisis de homogeneidad para la hipótesis 15:1 indica que no hay 

problema para hacer el análisis con los datos acumulados de ambas muestras y la 2 de 

datos acumulados tiene una probabilidad asociada mayor ( 2 de datos acumulados = 1,45; 

10% < P < 25%). Si ésta hipótesis fuera cierta, el fenotipo nanotom estaría causado no por 

una, sino por dos inserciones en homocigosis y, de nuevo, lo más probable es que se trata 

de un fenotipo de pérdida de función, pero no debido a la anulación de un gen, sino de dos 

al mismo tiempo. En este caso, si asumimos que hay tres inserciones sin efecto mutagénico 

(que por tanto podemos dejar de lado) y denominamos como ‘a’ y ‘b’ las dos inserciones 
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con efecto recesivo (A y B serían los alelos de tipo salvaje para cada uno de los loci), el 

fenotipo de la TG1 sería di-hemicigótico (Aa Bb) y la segregación en la TG2 sería: 1/16 

(AA BB) + 2/16 (AA Bb) + 2/16 (Aa BB) + 4/16 (Aa Bb) + 1/16 (AA bb) + 2/16 (Aa bb) + 

1/16 (aa BB) + 2/16 (aa Bb) + 1/16 (aa bb). Bajo este supuesto, el genotipo de las plantas 

nanotom sería aa bb. Es decir, la presencia de uno de los alelos silvestres de cualquiera de 

los dos loci (A y/o B) bastaría para que se produjera la función normal (i.e. crecimiento 

radicular).  

Como era obvio por la simple observación de los datos, el análisis estadístico permite 

descartar una segregación 9:7 (epistasia doble recesiva). La que no se puede descartar en 

términos estadísticos es la segregación 13:3 (epistasia doble dominante-recesiva). Es más, 

el grado de ajuste a 13:3 es igual de bueno que para 15:1. El problema de esta segregación 

es que obliga a una hipótesis un tanto rebuscada: el fenotipo nanotom estaría causado por 

el efecto combinado de dos inserciones en homocigosis, pero de forma que una tendría un 

efecto recesivo y la otra un efecto dominante. Es decir, en este caso, asumiendo que 

denominamos como ‘a’ la mutación insercional con efecto recesivo y ‘B’ la que tiene 

efecto dominante, los genotipos de las plantas nanotom serían aa BB y aa Bb. En principio, 

parece lógico que la mutación recesiva sea de pérdida de función y la dominante de 

ganancia de función. Lo primero ocurre con frecuencia y lo segundo es factible (de hecho, 

ya hemos detectado algún mutante insercional de ganancia de función), pero lo difícil es 

que ocurran ambas cosas a la vez. Con todo, el que algo sea improbable no significa que no 

pueda ocurrir.        

Las hipótesis 15:1 y 13:3 son sugerentes, pero el que tengan una mayor probabilidad 

asociada no significa que sean ciertas. La hipótesis 3:1 es la más simple y, en términos 

estadísticos, no hay motivos para dudar de la hipótesis. Por tanto, hasta no encontrar 

ninguna evidencia en contra, de momento aceptamos esta hipótesis. 

Con independencia de la base genética que provoca el fenotipo nanotom, lo cierto es 

que se trata de un mutante peculiar. Por ello, a los seis meses de cultivo (conviene recordar 

que se trata de un mutante con un crecimiento extremadamente lento) se llevó a cabo la 

evaluación fenotípica de los caracteres más relevantes de las plantas nanotom.  

Morfología y color de la hoja: similar a la de p73 
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Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: las diferencias con el testigo se debían 

principalmente al ritmo de crecimiento (e.g.: una planta mutante de 90 días era 

prácticamente indistinguible a una de p73 de 30 días).  

Respecto a las plantas de fenotipo silvestre (p73), se pudo comprobar que las 

nanotom tenían una mayor longitud hasta la primera inflorescencia. Sin embargo, entre 

inflorescencias no ocurría lo mismo (figura 52a).  

Por otro lado, las plantas nanotom desarrollaban más fitómeros hasta la primera 

inflorescencia y entre inflorescencias que p73 (figura 52b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo de floración: nanotom exhibió un retraso de la floración tanto en el espacio (figura 

52a y 52b) como en el tiempo (debido a su ritmo de crecimiento tan lento).  

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia era similar a la de p73, pero el número 

de flores por inflorescencia fue menor. En concreto, nanotom desarrolló 4,4  0,3 flores en 

las primeras cuatro inflorescencias, mientras que las plantas p-73 habían desarrollado 7,1  

0,4 flores en las primeras seis inflorescencias. 

Figura 52. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de nanotom. a) Longitud 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de 
fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Tamaño, morfología y color de la flor: No se vieron diferencias respecto al WT. 

Caracteres relacionados con el fruto: Lo sorprendente es que las plantas nanotom cuajan 

frutos. El número de frutos cuajados era escaso (figura 53) y los que lo hicieron tenían 

poca semilla. A pesar de ello se pudo obtener la progenie TG3 de algunas plantas TG2 con 

fenotipo nanotom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para tratar de averiguar el motivo por el cual las plantas de fenotipo mutante 

exhibían un ritmo de crecimiento tan lento, decidimos observar el desarrollo radicular del 

mutante y compararlo con el de plantas de fenotipo silvestre. Cultivamos algunas plantas 

TG2 y en el momento en el que identificamos los dos fenotipos (mutante y silvestre) 

extrajimos las plantas de la maceta para ver si existía alguna anomalía en el desarrollo 

radicular del mutante. 

 

Figura 53. Detalle de los frutos cuajados en una 
de las plantas de fenotipo mutante. 
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Pudimos ver que nanotom exhibía importantes alteraciones en el desarrollo radicular 

que parecían estar relacionadas con una parada o detención del crecimiento de los 

meristemos radiculares (figura 54a). Tal y como puede verse en la figura, más que raíces 

las plantas de nanotom tienen pequeños muñones en la base del tallo.  

Como no disponemos de un sistema de cultivo hidropónico en el invernadero, para 

llevar a cabo un seguimiento del crecimiento radicular a lo largo del tiempo (en definitiva, 

para “ver” las raíces), decidimos cultivar plantas nanotom y plantas WT in vitro. De esa 

forma, quizás nos podríamos hacer una idea de cómo y por qué las plantas nanotom eran 

capaces de recuperarse y seguir creciendo con tales alteraciones en su sistema radicular 

(conviene recordar que en el invernadero las plantas llegaron a producir frutos). 

La plantas WT empiezan a formar raíces a los 7 días de cultivo in vitro y a los 30 

días de cultivo, exhiben un desarrollo radicular profuso (figura 55c). En cambio, las plantas 

nanotom “se toman su tiempo”: el crecimiento se detiene hasta que transcurren varios 

meses (lo que resulta inaudito en cultivo in vitro) y, a partir de los tres-cuatro meses 

empiezan a crecer lentamente (de hecho, es factible mantener una planta nanotom durante 

9 meses en el recipiente donde se lleva a cabo la incubación).  

Pudimos comprobar que, al igual que ocurría in vivo, las plantas nanotom exhibían 

graves alteraciones en el desarrollo radicular cuando se cultivaban in vitro. Durante la 

primera fase de cultivo (en la que se detiene el crecimiento) en las plantas mutantes el 

sistema radicular no se desarrollaba normalmente. En lugar de raíces propiamente dichas, 

lo que se forma es una especie de muñones idénticos a los que observamos en plantas 

Figura 54. Sistema radicular de nanotom (a) respecto al de p73 (b) en 
plántulas de 15-20 días. 

a b 
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cultivadas en invernadero (figura 55b). No obstante, a partir de un cierto momento, 

empiezan a aparecer raíces en la base del tallo (figura 55d) que llegan a alcanzar una 

longitud similar a la de las raíces propiamente dichas. El crecimiento de nanotom se debía, 

pues, al desarrollo de raíces adventicias que surgían del tallo (figura 55e). 

Es decir, las plantas nanotom no crecen inicialmente porque se paraliza el desarrollo 

de los meristemos radiculares. No obstante, a partir de un cierto momento, las plantas 

mutantes se recuperan y empiezan a crecer gracias a la formación de raíces adventicias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Crecimiento y desarrollo radicular de nanotom in vitro: a) planta de 
nanotom de aproximadamente 1 mes; b) detalle de su sistema radicular 
(obsérvese la detención del crecimiento de los meristemos radiculares); c). 
Desarrollo radicular en una planta testigo tras un mes de cultivo; d y e) 
Desarrollo de raíces adventicias a partir del tallo en nanotom. 
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A pesar de que el cultivo se llevó a cabo en un medio adecuado para el desarrollo de 

la planta, observamos las serias dificultades que tenía nanotom para continuar su 

crecimiento. Respecto al crecimiento de las plantas de fenotipo silvestre, el ritmo de 

crecimiento de las plantas de fenotipo mutante in vitro fue similar al que exhibió in vivo 

(figura 56). A los tres meses de cultivo in vitro las plantas de fenotipo nanotom medían 9,5 

 1,5 cm, mientras que las WT alcanzaban en ese momento una altura de 21  0 cm (que es 

la máxima altura que pueden alcanzar debido a la limitación que impone el recipiente de 

cultivo). 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados parecían indicar que las alteraciones fenotípicas de nanotom estaban 

relacionadas con el desarrollo de la raíz pivotante a dos niveles. Por un lado, la raíz 

pivotante quedaba reducida a una especie de muñón (figuras 54a y 55b), pero lo que es 

más importante, a partir de esta estructura no se desarrollaban con normalidad las raíces 

laterales. Sin embargo, la planta era capaz de continuar su crecimiento gracias al desarrollo 

de raíces adventicias que surgían del tallo (aunque estas raíces tardaban mucho tiempo en 

aparecer).  

Teniendo en cuenta esto, cuando las plantas mutantes alcanzaron una altura de unos 

10 cm (90 días de cultivo) decidimos realizar una clonación por cultivo de yemas axilares, 

incubando las yemas en un medio diseñado para el enraizamiento de las plantas WT (un 

medio básico con una pequeña concentración de auxina). Conviene recordar que las raíces 

de plantas WT clonadas in vitro surgen a partir de las zonas de corte del tallo. Lo que 

queríamos saber es si las raíces que se desarrollan a partir del tallo en un proceso típico de 

clonación in vitro permitirían revertir el fenotipo mutante. Si esto fuese así, las alteraciones 

de nanotom estarían más bien relacionadas con el desarrollo de raíces laterales a partir de 
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Figura 56. Ritmo de crecimiento de nanotom respecto a p73 in vitro. 
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raíz principal o pivotante que sólo tienen las plantas procedentes de semilla y de la cual 

carecen las plantas clonadas in vitro. 

Lo que observamos fue que las réplicas clonales de nanotom presentaban el mismo 

problema de enraizamiento que las plantas procedentes de semilla (figura 57).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El nivel endógeno de fitohormonas influye en el crecimiento y desarrollo radicular. 

Entre las diferentes fitohormonas, se ha descrito que las auxinas desempeñan un papel 

principal en la regulación del desarrollo de la raíz y su gravitropismo positivo. Además, 

otras hormonas, como por ejemplo el ácido abscísico y el ácido giberélico, también 

desempeñan un papel importante. 

Para determinar si el fenotipo nanotom se debía a la alteración o inhibición de un gen 

implicado en la síntesis endógena de hormonas, se decidió analizar el crecimiento radicular 

del mutante en medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 

hormonas.  

En un primer experimento, se analizó el desarrollo radicular de nanotom en un medio 

básico suplementado con dos concentraciones (0,5 y 1 mg/l) de ácido abscísico (ABA) o 

diferentes tipos de auxina: ácido indólacético (IAA), ácido indolbutírico (IBA), ácido 

naftalenacético (NAA) y ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D). Queríamos comprobar si 

el suplemento exógeno de algún tipo de auxina, o de ácido abscísico, podría restaurar, al 

menos parcialmente, el fenotipo silvestre.  

Figura 57. Planta mutante clonada in vitro (a) y detalle de su sistema radicular tras tres 
meses de cultivo (b). 

a b 



Resultados 
 

 155

Sin embargo, tras varios meses de cultivo in vitro en estos medios, observamos que 

nuestro mutante continuaba exhibiendo las mismas alteraciones en el desarrollo radicular. 

En los medios suplementados con 2,4D o ácido abscísico no se produjo enraizamiento ni 

en el mutante ni en las plantas de fenotipo silvestre. En los medios suplementados con 

ácido indolacético o ácido indolbutírico, las plantas de p73 exhibieron un profuso 

desarrollo radicular mientras que nanotom mantenía el mismo fenotipo (figura 58). En 

medio suplementado con ácido naftalenacético, las plantas de p73 desarrollaron raíces tras 

la formación de un callo y en el mutante se formó este callo pero no se desarrollaron raíces 

(figura 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En un segundo experimento, se analizó el desarrollo radicular de nanotom 

suplementando el medio básico con una mayor concentración de ácido indolacético (5 

mg/l) y diferentes citoquininas (kinetina = K, a 0,5 mg/l y 1 mg/l; 6-benciladenina = 6BA, 

a 1mg/l; y zeatina = Z, a 0,5 mg/l).  

Al igual que en el experimento anterior, en ningún medio se produjo la restauración 

total o parcial del fenotipo silvestre a partir de las plantas de fenotipo mutante (figura 59). 

1 mg/l

IAA 

IBA 

NAA 

nanotom P73

0,5 mg/l 0,5 mg/l 1 mg/l 

Figura 58. Desarrollo radicular del mutante y de p73 en medios de cultivo suplementados 
con diferentes concentraciones de auxinas en condiciones de cultivo in vitro. 
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En el medio con 5 mg/l de ácido indolacético los resultados fueron similares a los que se 

observaron en el experimento previo en el que se utilizaron menores concentraciones (0,5 y 

1 mg/l). En los medios con citoquininas los resultados fueron diferentes en función del tipo 

de citoquinina ensayada. En los medios con kinetina, las plantas de p73 fueron capaces de 

emitir raíces tras formar un pequeño callo en la base del tallo (no se observaron diferencias 

significativas en las concentraciones ensayadas). Las plantas nanotom, tras desarrollar 

también un pequeño callo en la base del tallo, sólo desarrollaron unas pocas raíces a partir 

del tallo que no proliferaron. Algo similar se observó en el medio suplementado con 6- 

benciladenina, es decir, las plantas de p73 emitieron raíces tras formar un pequeño callo en 

la base del tallo y las del mutante sólo emitieron unas pocas raíces en el tallo tras 

desarrollar un callo en la base.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El resultado más espectacular se observó en el medio suplementado con zeatina. En 

este medio, las plantas de p73 desarrollaron un callo en la base del tallo pero no hubo 

formación de raíces. Las plantas del mutante perdieron la dominancia apical y en la base 

Figura 59. Desarrollo radicular del mutante y de p73 en medios de cultivo suplementados 
con diferentes concentraciones de citoquininas en condiciones de cultivo in vitro. 
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del tallo también se desarrolló un callo, pero en este caso se produjo una extraordinaria 

proliferación de brotes adventicios. 

Hasta llevar a cabo un análisis más detallado de este mutante, nuestra hipótesis es 

que las alteraciones en el sistema radicular que manifiesta nanotom podrían estar 

relacionadas con el correcto desarrollo de los meristemos radiculares. No obstante, a tenor 

de los resultados obtenidos en el medio suplementado con zeatina, no se puede descartar 

que se haya producido la alteración del nivel de expresión de algún gen implicado en la 

síntesis endógena de citoquininas.  

Si fuera esto último lo que ocurre en la realidad, parece difícil mantener la hipótesis 

de que el fenotipo característico de nanotom está causado por una simple inserción con 

efecto recesivo (lo que conduciría a una segregación 3:1 en la TG2). Más difícil todavía es 

que el fenotipo se deba a dos mutaciones insercionales independientes con efectos 

recesivos (lo que daría una segregación 15:1).  

Si realmente hay una mutación insercional que genera la sobreexpresión de un gen 

implicado en la síntesis de citoquininas, lo más probable es que tenga un efecto dominante. 

De ser así, la hipótesis que antes parecía un tanto rebuscada (una epistasia doble 

dominante-recesiva que da una segregación 13:3 en la TG2 y que se debe a dos 

mutaciones, una recesiva y otra dominante) se ajustaría mejor a lo que hemos observado en 

este último experimento porque implica una mutación de tipo dominante.  

Por desgracia, de momento no podemos llegar a ninguna conclusión pero sí podemos 

afirmar que el mutante nanotom merece un estudio más exhaustivo. 
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3.2.2.b. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con la trampa de 

intensificadores 

Tras caracterizar 20 progenies TG2, se detectaron 3 mutantes recesivos con 

alteraciones en el desarrollo vegetativo. Estos mutantes se describen a continuación. 

57 ET73 

Detección del mutante: Se cultivaron 14 plantas de la TG2 y 3 de ellas exhibieron el 

fenotipo mutante. A falta de ulteriores ensayos, en principio no hay motivo para dudar de 

una simple mutación con efectos recesivos.  

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante, de un color más claro que las de p73, 

eran de menor tamaño y con menor número de foliolos compuestos que las del testigo 

(figura 60a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: las plantas de fenotipo mutante exhibieron 

enanismo (figura 61). A los 3 meses de cultivo en el invernadero, la altura de estas plantas 

fue de 20 cm y a los 6 meses sólo alcanzaron una altura de 60 cm, mientras que las de p73 

medían 200 cm a los 4 meses de cultivo. Las plantas mutantes exhibían un porte débil y un 

ritmo de crecimiento muy lento. 

Tiempo de floración: Tras más de 6 meses de cultivo en el invernadero, las plantas 

mutantes no llegaron a desarrollar flores.  

Figura 60. Tamaño, color y morfología de la hoja del mutante 57 ET73 (a) 
respecto a la del testigo (b). 

a b 
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Inflorescencia, flor y fruto: Durante el periodo de cultivo en el que las plantas se 

mantuvieron en el invernadero (> 6 meses) no se desarrollaron inflorescencias. Tampoco 

se observaron flores ni, por supuesto, frutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mutante 

Figura 61. Crecimiento de una planta de 
fenotipo mutante respecto al de una planta de 
fenotipo silvestre a los 2 meses (a) y 4 meses (b) 
de cultivo en invernadero. 
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140 ET73 

Detección del mutante: Se cultivaron 10 plantas de la progenie TG2 y 2 de ellas exhibieron 

el fenotipo mutante. 

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante fueron similares a las de p73, pero tras 

4 meses de cultivo exhibieron importantes síntomas de senescencia (figura 62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: las plantas de fenotipo mutante exhibieron 

un ritmo de crecimiento lento y un porte débil. 

Tiempo de floración: el mutante exhibió un retraso de la floración en el tiempo debido a su 

lento ritmo de crecimiento. 

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73 pero el número 

de flores por cada inflorescencia fue menor. 

Tamaño, morfología y color de la flor: No se detectaron diferencias respecto al WT. 

Caracteres relacionados con el fruto: las plantas de fenotipo mutante desarrollaron menos 

frutos que p73. La morfología y el tamaño de los frutos fueron similares a los del testigo. 

Figura 62. Mutante 140 ET73. a) Aspecto de una planta TG2 de fenotipo mutante tras 
4 meses de cultivo; b) Detalle del estado de senescencia de una de sus hojas 

a b 



Resultados 
 

 161

Seedling lethal 111 

Detección del mutante: Se cultivaron 15 plantas de la TG2 y 5 de ellas exhibieron el 

fenotipo mutante (figura 63c y 63d).  

Descripción del fenotipo mutante: A diferencia de lo que ocurre con los otros mutantes que 

hemos identificado, en este caso no se pudo llevar a cabo una caracterización fenotípica 

porque la mutación tiene efectos letales (de ahí el nombre: seedling lethal). Tras la 

nascencia, el desarrollo inicial de la plántula parece normal; no obstante, a medida que se 

produce la elongación del hipocotilo y la apertura de los cotiledones, la plántula adquiere 

un color verde claro (figura 63c) con síntomas de deficiencia en clorofila. Poco más tarde, 

tras la aparición de la primera hoja verdadera (que no llega a expandirse), la plántula se 

torna albina, colapsa y muere (figura 63c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis genético y de expresión del delator: el mutante no se pudo fenotipar debido a que 

moría antes de desarrollar la primera hoja verdadera. Por tanto, decidimos llevar a cabo un 

análisis genético de segregación utilizando un mayor número de semillas de partida. 

Aparte del ensayo inicial en el que se detectó el mutante (ensayo 1; tabla 25a), se 

realizó otro (ensayo 2; tabla 25b) en el que se cultivaron 36 plantas TG2, 25 de las cuales 
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c d 

Figura 63. Identificación del mutante recesivo seedling lethal 111. La TG1 no exhibió diferencias 
respecto al fenotipo de p73 (a). Tras obtener la progenie, se cultivaron 15 plantas TG2 en el 
invernadero, 10 de las cuales exhibieron fenotipo silvestre (b) y 5 fenotipo mutante (c). Detalle del 
colapso de la planta de fenotipo mutante en un estadio de desarrollo muy temprano (d). 
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exhibieron fenotipo WT mientras que las otras 11 tenían fenotipo mutante (figura 64 y 

tabla 25b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 25. Análisis 2 de las segregaciones observadas con la descendencia TG2 del genotipo 111 
ET73, 2 de homogeneidad y análisis 2 de los datos acumulados. 

a) Ensayo 1    b) Ensayo 2   
E1 (3:1) WT M  E2 (3:1) WT M 
O 10 5  O 25 11 
E (3:1) 11,25 3,75  E (3:1) 27 9 

2 E1 (1 gl) = 0,56 (NS)  2 E2 (1 gl) = 0,59 (NS) 

 

2 H (1 gl) = 0,04 (NS) 
 

E1 (3:1) WT M 
O 35 16 
E (3:1) 38,25 12,75 

2 DA (1 gl) = 1,10 (NS) 

El análisis genético ( 2 de las segregaciones observadas en cada una de las muestras, 
2 de homogeneidad y 2 de los datos acumulados, tabla 25) indicó que no había motivo 

para dudar de que la segregación fenotípica in vivo era acorde con una distribución 3 WT : 

1 M. 

Por otro lado, se decidió evaluar la segregación fenotípica en condiciones de cultivo 

in vitro. Para ello, se llevaron a cabo dos ensayos. En el primero se sembraron semillas 

Figura 64. Análisis de segregación realizado con una muestra de la TG2: a) en estadio cotiledonario ya se 
podían identificar las plantas de fenotipo mutante (circulo rojo). b y c) las plantas de fenotipo mutante no 
eran capaces de desarrollar hojas verdaderas, y a los 10-15 días de la siembra comenzaban a colapsar. d) 
detalle de una plántula de fenotipo mutante. 

a b 

c d 
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TG2 en medio MG*. En el segundo se sembraron semillas TG2 en medios MG*, IAA* e 

IAA + Kan*. Los resultados se pueden ver en la tabla 26. 

Tabla 26. Análisis 2 de las segregaciones observadas in vitro con la descendencia TG2 del genotipo 111 
ET73 en los dos ensayos efectuados, 2 de homogeneidad y análisis 2 de los datos acumulados. 

Ensayo 1 
MG         

M1 (3:1) WT M         
O 17 5         
E (3:1) 16,5 5,5         

2 M1 (1 gl) = 0,06 (NS)     

Ensayo 2 
MG  IAA  IAA + kan 

M2 (3:1) WT M  M3 (3:1) WT M  M4 (3:1) WT M 
O 7 3  O 8 2  O 10 6 
E (3:1) 7,5 2,5  E (3:1) 7,5 2,5  E (3:1) 12 4 

2 M2 (1 gl) = 0,13 (NS)  2 M3 (1 gl) = 0,13 (NS)  2 M4 (1 gl) = 1,33 (NS) 

 

2 H (1 gl) = 1,45 (NS)† 
 

E1 (3:1) WT M 
O 42 16 
E (3:1) 43,5 14,5 

2 DA (1 gl) = 0,21 (NS) 

Lo que pudimos comprobar en los ensayos realizados in vitro fue que las plántulas de 

fenotipo mutante se podían identificar claramente. También observamos que el colapso de 

las plantas mutante no se debía a un problema relacionado con el desarrollo de la raíz ya 

que las plantas mutantes desarrollaban un sistema radicular aparentemente normal (figura 

65). 

                                                 
* MG es el medio que habitualmente empleamos en el laboratorio para la germinación de las semillas. 
IAA es el medio que empleamos en tomate para el enraizamiento de las plantas. 
IAA + Kan es el medio que empleamos en tomate para verificar si los brotes individualizados expresan el 
gen nptII (es decir, si son transgénicos) Para ello, el medio se suplementa con 100 mg/l de kanamicina. 
La composición de los medios se puede consultar en el apartado correspondiente de Material y Métodos 
† La 2 de homogeneidad se realiza con los datos de las segregaciones de los dos ensayos (ensayo 1 y ensayo 
2). 
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El experimento en el que las semillas TG2 se sembraron en el medio selectivo (IAA 

+ kan) se realizó para comprobar si las plántulas de fenotipo mutante exhibían resistencia a 

la kanamicina. Como el análisis genético indica que se trata de un mutante recesivo, si la 

mutación era insercional el fenotipo aparecería en plantas homocigóticas para el T-DNA 

(1/4 de semillas mutantes). Por consiguiente, todas las plántulas de fenotipo mutante 

debían ser resistentes a la kanamicina.  

En la tabla 27 se puede ver el número de plantas de fenotipo silvestre y mutante 

sensibles y resistentes a la kanamicina. Como puede verse, entre 10 las plantas WT, hay 7 

Kan R y 3 Kan S. Esto es fácil de explicar asumiendo que las  Kan S son acigóticas y las 

Kan R son hemicigóticas para el inserto. El problema es que entre las 6 plantas de fenotipo 

mutante, hay 4 Kan R y 2 que colapsaron rápidamente por lo que no queda claro sin son 

Kan R o Kan S.  

Tabla 27. Experimento de segregación en el medio selectivo. 
Plántulas resistentes y sensibles a la kanamicina. 

IAA + kan 
E1 (3:1) WT M 
O 

10 
kanR 7 

6 
kanR 4 

E (3:1) kanS 3 kanS 2? 

El resultado del experimento no permite llegar a ninguna conclusión porque, para 

distinguir entre plántulas Kan R y Kan S en medio selectivo, hace falta que ambas sean 

capaces de crecer normalmente en medio no selectivo. Nosotros pensábamos que, al 

realizar la incubación in vitro, las plantas de fenotipo mutante sobrevivirían en medios no 

selectivos (MG o IAA). Por desgracia, algunas de las plantas mutantes (aunque no todas) 

también colapsaban in vitro en medios sin presión de selección (tanto en MG como en 

Figura 65. Detalle del crecimiento y sistema radicular de una planta de fenotipo mutante (a) y una 
planta de fenotipo silvestre (b) en condiciones de cultivo in vitro. 

a b 
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IAA). En definitiva, no podemos saber si las plantas que murieron en el medio selectivo 

(IAA + kan) lo hicieron porque eran sensibles a la kanamicina o porque colapsaron por 

cualquier razón, igual que ocurre con alguna de las plantas mutantes cultivadas en medio 

no selectivo. El experimento revela simplemente las dificultades que encontramos a veces 

para hacer análisis de co-segregación fenotipo-resistencia a la kanamicina.   

Aunque algunas morían, otras plantas de fenotipo mutante siguieron creciendo tras 

cultivar los ápices meristemáticos en medio IAA, aunque, eso sí, exhibían un crecimiento 

muy lento (figura 66). Del total de plantas de fenotipo mutante que se identificaron en el 

segundo ensayo in vitro (11 en total), sólo 2 continuaron creciendo en condiciones de 

cultivo in vitro; el resto murió. 

 

En lo que respecta a la homogeneidad de las segregaciones observadas en los 

ensayos in vivo e in vitro (tabla 28), los resultados del análisis indican que: 

1) No hay motivo para dudar de que la segregación fenotípica in vitro e in vivo es 

acorde con una distribución 3 WT : 1 M. 

2) No hay ningún indicio de subletalidad o letalidad a nivel gamético, zigótico o 

durante el desarrollo embrional que origine una distorsión en la frecuencia de 

semillas que van a dar plantas de fenotipo mutante. 

Figura 66. Detalle del crecimiento de una planta de fenotipo seedling lethal (a) y 
una planta de fenotipo silvestre (b) en condiciones de cultivo in vitro. 

a b 
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3) La letalidad asociada al fenotipo mutante se produce a posteriori (i.e. tras la 

germinación y aparición de los cotiledones en las plántulas) 

Tabla 28. Análisis de homogeneidad entre las segregaciones observadas in vivo e in vitro y 
análisis 2 de los datos acumulados. 

 Ensayos in vivo   Ensayos in vitro 
 WT M   WT M 
O 35 16  O 42 16 
E (3:1) 38,25 12,75  E (3:1) 43,5 14,5 

2  (1 gl) = 1,10 (NS)  2 (1 gl) = 0,21 (NS) 

 

2 H (1 gl) = 0,21 (NS) 
 

E1 (3:1) WT M 
O 77 32 
E (3:1) 81,75 27,25 

2 DA (1 gl) = 1,10 (NS) 

Análisis de expresión del delator: En la TG1 se había detectado la expresión del delator en 

los estambres y el estilo de la flor, así como en partes del pericarpio del fruto y una 

expresión muy intensa en los embriones de semillas maduras.  

Por lo que respecta a la TG2, en algunas plántulas WT se detectó expresión en 

algunas estructuras vegetativas (cotiledones o hipocotilo). En los análisis efectuados en 

plántulas mutantes no detectamos expresión del delator, pero esto quizá fuera debido a que 

en esta fase la plántula ya ha iniciado el proceso que conduce a la muerte en pocos días.    

Como las plántulas mutantes morían antes de que desarrollaran hojas verdaderas y se 

había detectado la expresión del delator en los embriones de los frutos de la TG1 original, 

decidimos evaluar la expresión del delator en embriones de semillas inmaduras y maduras 

de frutos procedentes de réplicas clonales de la TG1 (es decir, se trata de embriones y 

semillas de lo que va a ser la TG2) o de plantas TG2 supuestamente hemicigóticas (cuya 

TG3 es equivalente a una TG2). 

Los embriones inmaduros procedían de un fruto verde de 3 cm de la planta TG2-9 

(supuestamente hemicigótica) del que se extrajeron todas las semillas inmaduras. Estos 

embriones inmaduros se incubaron en el sustrato (X-Gluc) durante el periodo 

preestablecido (24 horas a 37ºC).  
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Las semillas maduras, tomadas de forma aleatoria de diferentes frutos, se embebían 

en agua para reblandecer la testa de la semilla y, a continuación, se les practicaba un corte 

longitudinal para permitir el contacto del sustrato con el embrión durante el periodo de 

incubación establecido (figura 67). Se realizaron dos ensayos con diferentes lotes de 

semillas maduras: el primero (ensayo 1) procedía de la TG2-9 (supuestamente 

hemicigótica) y el segundo (ensayo 2) del lote obtenido de semillas procedente de la TG1 

original. Los resultados se pueden ver en la tabla 29.  

Tabla 29. Expresión del delator en embriones inmaduros y embriones 
de semillas maduras. 

Embriones inmaduros 

CH (3:1) GUS + GUS - 
O 65 31 
E (3:1) 72 24 

2 (1 gl) = 2,72 (NS) 
 

Embriones maduros 
(ensayo 1) 

 Embriones maduros    
(ensayo 2) 

CH (3:1) GUS + GUS -  CH (3:1) GUS + GUS - 
O 25 23  O 6 21 
E (3:1) 36 12  E (3:1) 20,25 6,75 

2 (1 gl) = 13,44 (**)  2 M4 (1 gl) = 40,11 (**) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 67. Detalle de la expresión del delator en embriones de semillas maduras. 
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La segregación esperada 3 GUS + (que, en teoría, incluirían los embriones 

homocigóticos para la inserción y hemicigóticos): 1 GUS – (los embriones acigóticos) se 

cumple en embriones inmaduros pero no en embriones maduros (tabla 29).  

La distorsión de la segregación en estos últimos podría deberse a un problema de 

subletalidad (en los embriones que portan el inserto en homocigosis o hemicigosis), pero 

no parece que ésta sea la causa porque los análisis de segregación fenotípica (WT : 

mutantes) no revelan ningún problema de subletalidad a nivel del embrión. El fenotipo 

mutante es letal, pero la letalidad aparece a posteriori, es decir tras la germinación de las 

semillas.   

Una hipótesis alternativa es que haya un silenciamiento del gen delator en la fase de 

semillas maduras, pero no en la de semillas inmaduras (puesto que en esta etapa no se 

observa una distorsión de la segregación). De ser así, lo lógico es que el silenciamiento se 

produjera como consecuencia de un efecto de dosis y, por tanto, ocurriera en los embriones 

homocigóticos para la inserción del T-DNA. Bajo este supuesto, los embriones 

homocigóticos (que van a dar el fenotipo mutante) no tendrían expresión del delator, a 

diferencia de los hemicigóticas (con fenotipo WT) que sí tendrían expresión del delator. 

Los datos del ensayo 1 se ajustan perfectamente a esta hipótesis (ya que la segregación 

esperada sería ! GUS + : ! GUS -), pero los del ensayo 2 no se ajustan en absoluto.      

Hay otras tres hipótesis alternativas: cambios en la expresión del gen etiquetado 

debido a efectos ambientales (lo que explicaría las diferencias observadas en los ensayos 1 

y 2 con embriones maduros, pero no los diferentes resultados obtenidos con embriones 

inmaduros y maduros), la ausencia de co-segregación fenotipo – GUS, o, simplemente 

fallos en el ensayo histoquímico con embriones maduros.  

Desde luego puede que no haya co-segregación fenotipo – GUS (en cuyo caso la 

expresión del delator en embriones no tendría nada que ver con la letalidad a nivel de 

plántula), pero no se puede excluir algún fallo en el ensayo histoquímico con embriones 

maduros. Por un lado, el ensayo con embriones inmaduros se ajusta perfectamente a la 

hipótesis de partida (lo que apunta a la existencia de co-segregación GUS – fenotipo), y 

además este ensayo se realizó con una muestra relativamente grande (96 embriones 

inmaduros). Por otro lado, puede que la expresión del delator en embriones no tenga nada 

que ver con la letalidad a nivel de plántula, pero el hecho de que la expresión del delator se 

produzca precisamente en la etapa de desarrollo embrional llama poderosamente la 



Resultados 
 

 169

atención y sugiere que el gen mutado podría desempeñar una función importante en los 

estadios embrionarios. Convendría añadir que los ensayos efectuados con embriones 

maduros se han llevado a cabo con muestras relativamente pequeñas (48 y 27 semillas, 

respectivamente).  

En definitiva, antes de llegar a cualquier conclusión, hace falta un análisis más 

exhaustivo en la etapa de embrión inmaduro y, sobre todo, maduro.  
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3.3. Mutantes alterados en el desarrollo reproductivo 

3.3.1. Mutantes con efectos dominantes, semidominantes o aditivos 

3.3.1.a. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con construcciones 

convencionales 

Se caracterizaron 262 plantas transgénicas diploides y se detectaron 26 mutantes con 

alteraciones en el desarrollo reproductivo. Los mutantes de mayor relevancia se describen 

a continuación. 

pat 76 (código 76b Cf) 

Este mutante procede de una transformación genética realizada con una construcción 

que porta el gen marcador nptII y el gen delator GFP.  

Número de insertos: El análisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene 2 

inserciones del T-DNA 

Morfología y color de la hoja: las hojas de pat 76 eran de menor tamaño que las del testigo. 

Los foliolos eran también de menor tamaño, mayor grosor, un verde más intenso y una 

morfología distinta. La longitud de las raquillas es mayor en el mutante (figura 68a). 
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15 cm
 

15 cm
 

Figura 68. Tamaño, color y morfología de la hoja de pat 76 (a) respecto a la del 
testigo (b). 
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Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el tamaño de pat 76 fue menor que el de p73, 

probablemente debido a que el ritmo de crecimiento del mutante era más lento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el mutante pat 76, la longitud hasta la primera inflorescencia fue mucho menor 

que en p73. Entre inflorescencias ocurría algo similar (figura 69a).  

Asimismo, el número de fitómeros hasta la primera inflorescencia fue menor en el 

mutante (figura 69b). Entre las primeras inflorescencias (1ª – 2ª y 2ª – 3ª), el número de 

fitómeros era algo mayor, pero en las restantes fue similar al de p73.  

Tiempo de floración: pat 76 exhibió un adelanto de la floración en el espacio (figura 69a y 

69b) pero no en el tiempo ya que este mutante mostró un ritmo de crecimiento lento. 

Inflorescencia: con relación a la arquitectura de la inflorescencia y el número de flores por 

inflorescencia no se detectaron diferencias respecto a p73. Conviene indicar, no obstante, 

que en las primeras 3-4 inflorescencias sólo se desarrollaron pseudoflores 

Figura 69. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de pat 76. a) Longitud hasta 
la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de fitómeros 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Tamaño, morfología y color de la flor: las flores que aparecieron a partir de la cuarta o 

quinta inflorescencia eran de menor tamaño que las de p73 y además exhibían alteraciones 

morfológicas. En concreto, se desarrollaban sépalos petaloides, pétalos de pequeño tamaño 

(figura 70b), en ocasiones ausentes, y cono estaminal no fusionado, con estambres sin 

polen, de menor tamaño y curvados hacia el ovario. Los estambres, más pequeños y 

encorvados, dejaban entrever un estilo más pequeño que el de p73 (figura 71). El ovario 

era, sin embargo, de mayor tamaño que el de las flores de p73.  

A diferencia de lo que ocurre en p73, las flores no desarrollaban el mismo número de 

órganos por verticilo en los tres primeros verticilos. Además, no existía un patrón 

repetitivo en el número de órganos desarrollados por verticilo entre distintas flores. En 

definitiva, las flores exhibían importantes alteraciones. 

Figura 70. Aspecto de pat 76 tras 4 meses de cultivo en el invernadero (a). Detalle de las 
alteraciones en flores (b) y hojas (c). 
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Caracteres relacionados con el fruto: el mutante exhibió un escaso porcentaje de cuajado a 

lo largo de los primeros estadios de desarrollo, entre otras razones porque las primeras 

inflorescencias desarrollaron falsas flores (pseudoflores). Los primeros frutos se 

desarrollaron tras 7-8 meses de cultivo. A partir de ese momento, casi todas las flores 

cuajaron en frutos completamente partenocárpicos de morfología cordiforme (figura 72). A 

pesar de los intentos realizados no fue factible obtener el retrocruce con p73. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71. Detalle de las flores del mutante pat 76 (izda.) respecto a las de p73 (dcha.) 

Figura 72. Detalle de los frutos del mutante pat 76. a) frutos de la cosecha de primavera de 2004 y 
b) frutos de la cosecha de primavera de 2006. 
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small seedles tomato (código 79b Tm) 

Este variante procede de una transformación genética realizada con una construcción 

que porta el gen marcador nptII y el gen delator GFP. 

Morfología y color de la hoja: las hojas de small seedles tomato eran de un tamaño un poco 

menor que las del testigo. Los foliolos eran de similar longitud aunque más estrechos y con 

lóbulos más pronunciados. El verde de la hoja era de un tono más claro (figura 73). 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante mostró un ritmo de crecimiento 

lento, pero su arquitectura era similar a la de p73. No se encontraron diferencias respecto a 

p73 en lo que se refiere al número y longitud de fitómeros hasta la primera inflorescencia y 

entre inflorescencias (datos no mostrados). 

Tiempo de floración: el mutante exhibió un retraso de la floración en el tiempo debido a su 

ritmo de crecimiento, más lento que el de p73. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inflorescencia: tanto la arquitectura de la inflorescencia como el número de flores por 

inflorescencia eran similares a los de p73. 

Tamaño, morfología y color de la flor: aunque de tamaño similar a la de p73, la flor 

exhibía importantes alteraciones morfológicas. Los sépalos, en ocasiones de naturaleza 

petaloide, eran de mayor longitud, los pétalos tenían una longitud similar pero eran más 

estrechos, el cono estaminal no estaba fusionado y los estambres carecían de polen, eran de 

menor tamaño y estaban curvados hacia el ovario. El tamaño de los estambres y su 

Figura 73. Tamaño, color y morfología de la hoja de small seedles tomato 
(izda.) respecto a la del testigo (dcha.). 
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encorvamiento dejaban entrever un estilo de menor longitud que el de p73 (figura 74). El 

ovario era aparentemente similar al de p73. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante desarrolló frutos pequeños y de tipo 

partenocárpico durante la primera cosecha. En la siguiente cosecha se volvió a cultivar el 

mutante (exhibía las mismas alteraciones fenotípicas en hojas y flores) pero no se 

obtuvieron frutos de las primeras inflorescencias. No obstante las plantas envejecidas 

cuajaron frutos (con semilla) similares a los de las plantas testigo. La descendencia aún no 

se ha evaluado. 

Figura 74. Flores del mutante small seedles 
tomato (foto a, izda.) respecto a las de p73 
(foto a, dcha.). Detalle de algunas 
alteraciones observadas en el mutante, 
como el tamaño del estilo o el 
encorvamiento de los estambres (b). 

a 
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long shoot and flower (código 134f P4) 

Este mutante procede de una transformación genética realizada con una construcción 

que porta el gen marcador nptII y el gen delator UidA. 

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante eran similares a las de p73. 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante exhibía un porte débil. La 

longitud y el número de fitómeros hasta la primera inflorescencia fue menor que en p73 

(figuras 75a y 75b). Entre inflorescencias ocurría lo contrario, y tanto la longitud como el 

número de fitómeros fueron mayores.  
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Figura 75. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de long shoot and flower a) 
Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número 
de fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Tiempo de floración: long shoot and flower exhibió un adelanto de la floración en el 

espacio (figuras 75a y 75b) pero no en el tiempo debido a su lento ritmo de crecimiento. 

Inflorescencia: la arquitectura fue similar a la de p73 pero el mutante tenía menor número 

de flores por inflorescencia (el número de flores por inflorescencia en long shoot and 

flower era 4,9  0,3 mientras que en p73 es 7,1  0,3 cm). 

Tamaño, morfología y color de la flor: los sépalos y el cono estaminal tenían un tamaño 

similar al de p73. Los pétalos, sin embargo, duplicaban en longitud a los de p73. El pistilo 

se caracterizó por un ovario de gran tamaño y un estilo de menor longitud. Debido al 

tamaño del ovario, el cono estaminal no estaba completamente fusionado en la base (figura 

76). El número de órganos por verticilo era mayor en algunas flores del mutante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante desarrolló pocos frutos de tipo 

partenocárpico. Los retrocruces generaron semillas vanas. 

Figura 76. Flores del mutante long shoot 
and flower (foto a, izda.) respecto a las de 
p73 (foto a, dcha.). Inflorescencia del 
mutante durante su cultivo en el 
invernadero (b). 
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Otros mutantes de la colección de plantas transgénicas con construcciones estándar 

De forma muy resumida, en la tabla 30 se pueden ver otros mutantes que se detectaron en 

la colección de líneas T-DNA con construcciones estándar. 

Tabla 30. Otros fenotipos variantes para caracteres reproductivos detectados en TG1 

Genotipos Fenotipos observados 

26a P8 y 69a P4 Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
flor: sépalos petaloideos, cono estaminal no 
fusionado, flores con mayor número de órganos por 
verticilo. 

52b Tm Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
flor: flores de mayor tamaño y con mayor número 
de órganos por verticilo. Cono estaminal no 
fusionado 

11a Tm, 10a P8, 85a P8, 65b P8, 3c P2, 5b P6, 22a 
P6, 6d P4, 44b P4, 85a P4 y86a P4 

Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: esterilidad masculina y/o femenina (no cuajó 
ningún fruto) 

52b P8 y 20a P4 Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: cuajado de muy pocos frutos. 

81a P8, 22b P9 y 45a P4 Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: cuajado de frutos pequeños sin semilla en 
plantas envejecidas. 

6a P3 y 15a P9 Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: cuajado de frutos pequeños con poca semilla 
en plantas envejecidas. 

103c P4 Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
semilla: cuajado de frutos con muy poca semilla. 

Early flowering (101a P4) Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
semilla: cuajado de frutos con un porcentaje 
considerable de semilla oscura. 

 

  

 



Resultados 
 

 179

3.3.1.b. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con la trampa de 

intensificadores 

Se caracterizaron 948 plantas transgénicas diploides y se detectaron 67 genotipos 

afectados en caracteres relacionados con el desarrollo reproductivo. Los mutantes de 

mayor relevancia se describen a continuación. 

282 ET73 

Número de insertos: El análisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene una 

sola inserción. 

Morfología y color de la hoja: las hojas y foliolos del mutante eran de menor tamaño y de 

un tono verde más claro que los de p73 (figura 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante exhibió un porte débil. La 

longitud hasta la primera inflorescencia fue menor que en p73. Entre inflorescencias, la 

longitud fue similar a la de p73 (figura 78a).  

El número de fitómeros hasta la primera inflorescencia fue también menor en el 

mutante. Entre inflorescencias, el número de fitómeros fue similar al de p73 (figura 78b).  

a b 

15 cm
 

15 cm
 

Figura 77. Tamaño, color y morfología de la hoja del mutante 282 ET73 (a) 
respecto a la del testigo (b). 
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Tiempo de floración: el mutante exhibió un adelanto de la floración en el espacio (figura 

78a y 78b) pero no en el tiempo ya que, además de un porte débil, tenía un ritmo de 

crecimiento lento. 

Flores. Aunque de tamaño similar a las de p73, las flores del mutante exhibían importantes 

alteraciones morfológicas. Se desarrollaban sépalos petaloides de gran longitud (figura 

79c), los pétalos eran más estrechos y el cono estaminal, con estambres aparentemente sin 

polen, no se encontraba fusionado. A diferencia de lo que ocurre en p73, las flores no 

desarrollaban el mismo número de órganos por verticilo en los tres primeros verticilos. En 

general, las flores del mutante tenían 6 sépalos, 4 pétalos y 7 estambres. 

Inflorescencias y frutos. La arquitectura de la inflorescencia así como el tipo y origen de 

los frutos dependían del estado ontogénico de la planta (posición de la inflorescencia en la 

planta y edad  de la misma) y de las condiciones ambientales. La existencia de efectos 

ambientales sobre el desarrollo se pudo analizar ya que se hicieron dos ciclos de cultivo 

con distintas réplicas clonales de la TG1. En el primer ciclo las plantas se cultivaron en el 

Figura 78. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de 282 ET73. a) Longitud 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de 
fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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invernadero de la ETSIA durante más de 6 meses (periodo invierno 2005- verano 2006) y 

en el segundo las plantas se cultivaron tanto en el invernadero del IBMCP durante 6 meses 

(periodo otoño – invierno 2006) como en el de la ETSIA durante 8 – 9 meses (periodo 

invierno – verano 2007).   

Por lo que respecta a las cuatro primeras inflorescencias, la arquitectura y el número 

de flores por inflorescencia fueron similares a los de p73. En cambio, a partir de la quinta 

inflorescencia el número de flores era mucho mayor. En algún caso concreto se llegaron a 

contabilizar hasta 30 flores en una inflorescencia, y en todos los casos, el número de flores 

superaba la docena (figura 79a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En estas primeras inflorescencias no se observó cuajado de frutos. Sin embargo, a los 

6 meses de cultivo en el invernadero de la ETSIA (primer ciclo de cultivo) las plantas se 

cambiaron a una cabina aneja al invernadero y, a partir de ese momento, empezaron a 

aparecer frutos partenocárpicos de morfología aberrante (figuras 80a, 80b, 80c y 80d). Para 

nuestra sorpresa, lo que observamos al analizar frutos recién cuajados en la lupa fue que 

estos frutos no se formaban a partir del ovario, sino como consecuencia del engrosamiento 

Figura 79. Inflorescencias del mutante 282 ET73 (a) y de p73 (b). Detalle de una 
de las flores mutantes (c). 

a b 
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de la zona de unión de la flor con el pedicelo (justo en la zona en la que, como se 

describirá más adelante, se detectó la expresión del delator en flores). En efecto, en frutos 

verdes de pequeño calibre (recién cuajados) quedaban resquicios del ovario en el que 

incluso se podían apreciar los óvulos (figuras 80g y 80h). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el segundo ciclo de cultivo, en plantas de más de seis meses (tanto en el 

invernadero de la ETSIA como en el IBMCP) aparecieron frutos completamente diferentes 

a los anteriores. Estos frutos eran de pequeño calibre, partenocárpicos y de color 

Figura 80. Cuajado de los primeros frutos en el invernadero (a) y detalle de la morfología 
de los frutos en diferentes estadios de desarrollo (b, c y d). Expresión del delator en fruto 
(e). Expresión del delator en flor en estadio de antesis (f) y en fruto recién cuajado. 
Detalle de un ovario intacto en la parte superior del fruto (g y h). 
ovr: ovario, ovl: óvulos. 
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anaranjado, no alcanzando nunca la pigmentación roja (figura 81a y 81b). Cuando las 

plantas del invernadero de la ETSIA se cambiaron a otro invernadero, al cabo de un tiempo 

(cuando las plantas tenían 8-9 meses) empezaron a desarrollarse inflorescencias enormes 

con multitud de flores y hojas (figura 81a) que seguían dando frutos de color anaranjado. 

En estas inflorescencias se pudo observar el desarrollo de estructuras aberrantes de origen 

probablemente carpelar (figura 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patrón de expresión del delator. En este mutante se observó expresión del delator en los 

sépalos, pétalos y estambres de la flor. Es decir, la expresión del delator se localizó en los 

verticilos de la flor dónde se habían observado diferencias con respecto al WT. 

Figura 81. Inflorescencias de plantas envejecidas (a). Detalle de uno de los frutos (b) y patrón de 
tinción GUS de estos frutos (c). 
La barra representa 1 cm. 

a b c 

Figura 82. Estructuras de origen carpelar que se desarrollaban en zonas meristemáticas de inflorescencias 
de plantas mantenidas en el invernadero durante un periodo de 7-8 meses 
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Además, cuando se analizó la expresión del delator en flores de las plantas del primer 

ciclo que habían dado frutos procedentes de la zona de unión del pedicelo con el ovario se 

observó que la expresión del delator aparecía precisamente en esta zona (figura 80f). La 

expresión del delator se mantuvo a lo largo del desarrollo de estos frutos anómalos (figuras 

80f, 80g y 80h) así como en frutos totalmente desarrollados (figura 80e).  

De forma similar, en las plantas cultivadas durante el segundo ciclo (que daban 

frutos pequeños, partenocárpicos y de color naranja) el delator se expresaba de forma 

ubicua en estos frutos (figura 81c). Conviene mencionar que en algunos botones florales de 

estas plantas también se detectó expresión del delator en la zona de unión del pedicelo con 

el ovario.   

Es decir, en este mutante la expresión del delator parece estar relacionada con el 

fenotipo de la planta. Así pues, teniendo en cuento la espectacularidad del fenotipo, la 

asociación entre las alteraciones fenotípicas del mutante y la expresión delator y, sobre 

todo, el hecho de que sólo tiene una inserción, parece claro que este mutante es un firme 

candidato para proceder a la clonación del gen etiquetado por la trampa de intensificadores. 

630 ET73 

Número de insertos: El análisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene 

múltiples inserciones. 

Morfología y color de la hoja: las hojas y foliolos del mutante eran de menor tamaño y de 

un tono verde más claro que las de p73 (figura 83). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 83. Tamaño, color y morfología de la hoja del 
mutante 630 ET73 (a) respecto a la del testigo (b). 
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Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el mutante exhibió un porte débil y un ritmo 

de crecimiento más lento que p73, sin que ello afectara finalmente a su tamaño, que fue 

similar al de las plantas de fenotipo silvestre. La longitud y número de fitómeros hasta la 

primera inflorescencia y entre inflorescencias fueron similares en el mutante y en p73. 

Tiempo de floración: el mutante exhibió un retraso de la floración en el tiempo debido a su 

retraso en el crecimiento respecto a p73. 

Inflorescencia: no se detectaron diferencias entre el mutante y p73 en lo que respecta a la 

arquitectura de la inflorescencia y el número de flores por inflorescencia  

Tamaño, morfología y color de la flor: la flor, de tamaño similar a la de p73, sólo exhibía 

alteraciones en el ovario, que ya desde los primeros estadios del desarrollo exhibía una 

morfología redondo-alargada. Conviene resaltar que el análisis histoquímico del delator 

reveló la expresión GUS en el ovario (figura 84a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracteres relacionados con el fruto: la forma del fruto en las plantas mutantes era similar 

a la del ovario, es decir, los frutos son redondo-alargados (figura 85). En algunos frutos se 

observó el desarrollo ectópico de estructuras anómalas en la zona estilar del fruto. En el 

mutante cuajaron aproximadamente el mismo número de frutos que en p73. 

Figura 84. Flor del mutante 630 ET73 y región en la se expresa el delator (a) respecto 
al testigo (b). Detalle de la morfología del ovario del mutante (1) y del testigo (2). 
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740 ET73 

Número de insertos: El análisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene una 

sola inserción. 

Morfología y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamaño y con menor 

número de foliolos. Lo más notable es que los foliolos del mutante no son compuestos, 

sino que en cada raquilla sólo se desarrolla un foliolo. Además, los foliolos del mutante 

carecían de lóbulos (figura 86). 

 

 

 

 

 

Figura 85. a) Morfología de frutos recién cuajados del mutante y de p73. b) Frutos del 
mutante en distintos estadios de desarrollo. c) Fruto maduro del mutante (izda.) y de p73 
(dcha.). d) Ausencia de semillas en los frutos del mutante. 
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Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: La longitud hasta la primera inflorescencia y 

entre inflorescencias fue mayor que en p73 (figura 87a).  

El número de fitómeros hasta la primera inflorescencia fue similar en el mutante y en 

el testigo. Entre inflorescencias, sin embargo, el mutante desarrolló mayor número de 

fitómeros (figura 87b). La distancia internodal en el mutante era un poco mayor que en 

p73.  

Tiempo de floración: el mutante exhibió un retraso de la floración a nivel espacio-

temporal, ya que, además de que la primera inflorescencia se desarrollaba más tarde a nivel 

espacial (figura 87b), el ritmo de crecimiento fue muy lento.  

No obstante, cuando se desarrollaban brotes adventicios en la base de la planta 

ocurría un fenómeno curioso en relación con la floración (figura 88). En estas estructuras, 

las primeras inflorescencias se desarrollaban mucho antes (tras el 3er o 4º fitómero) que en 

p73 (11º o 12º fitómero). 

a b 

15 cm
 

15 cm
 

Figura 86. Tamaño, color y morfología de la hoja del mutante 740 ET73 
(a) respecto a la del testigo (b). 



Resultados 
 

 188

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 88. Detalle del desarrollo 
temprano de inflorescencias a partir de 
brotes axilares y/o adventicios en las 
plantas de fenotipo mutante. 

Figura 87. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de 740 ET73. a) Longitud 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de 
fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Inflorescencia: fue una de las partes de la planta en la que más alteraciones se observaron. 

La inflorescencia del mutante, que no era determinada sino indeterminada, desarrollaba 

flores, meristemos y hojas. Estos meristemos (que se encontraban en las zonas terminales 

de la inflorescencia y en las axilas de las hojas) diversifican la inflorescencia dando lugar a 

nuevas estructuras similares que, de nuevo contenían flores, meristemos y hojas. Además, 

en plantas envejecidas, se producía una conversión de estos meristemos en estructuras de 

tipo multicarpelar (ver apartado de fructificación). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 89. Inflorescencia del mutante 740 ET73 (a), parte de la inflorescencia (b) y arquitectura de la 
misma (c). Inflorescencias de p73 determinada (d) e indeterminada (e) y arquitectura (f). 
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Conviene indicar que p73 desarrolla a veces inflorescencias de tipo indeterminado 

(figura 89e). En este tipo de inflorescencias se desarrollan brotes en el extremo de la 

inflorescencia. Estos brotes, similares a los que surgen de las axilas de las hojas 

(comúnmente denominados chupones), tienen una arquitectura similar a la de una planta, y 

no se parecen al tipo de indeterminación que ocurría en las inflorescencias de las plantas 

mutantes (ver esquema 89c). 

Tamaño, morfología y color de la flor: de mayor tamaño que la de p73 (figura 90), la flor 

del mutante tenía mayor número de pétalos y estambres (entre 7 y 12), un estilo de menor 

longitud y un ovario de mayor calibre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracteres relacionados con el fruto: las flores de las primeras inflorescencias no dieron 

fruto. Después de 4-5 meses de cultivo en el invernadero, las plantas empezaron a cuajar 

frutos partenocárpicos, de pequeño calibre, pigmentación anaranjada (una vez alcanzan la 

madurez) y con una cicatriz en la zona estilar (figuras 91b y 91c).  

Un aspecto realmente curioso fue que los pétalos no se desprendían del fruto (ver 

figura 91).  

Figura 90. a) flores en tres estadios de desarrollo de una planta mutante (arriba) respecto a flores 
en los mismos estadios de p73 (abajo). b) dos flores de una inflorescencia mutante, una de ella con 
un elevado número de órganos por verticilo. c) comparación de una flor mutante (izda) respecto a 
una de p73 (dcha.). 
La barra representa 1 cm. 
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En plantas envejecidas se pudo observar el desarrollo de estructuras multicarpelares 

que, aparentemente, surgían de los meristemos de la inflorescencia, ya que se encontraban 

siempre en las axilas de alguna hoja o en el extremo de una inflorescencia (figura 92). 

Estas estructuras maduraban y alcanzaban, a diferencia de lo que se había observado 

previamente en frutos, una pigmentación roja en la madurez. La textura de estas estructuras 

era idéntica a la de un fruto. 

Conviene indicar que hemos observado interacción entre el fenotipo mutante y el 

ambiente en el que se cultivaron las plantas. El mutante se cultivó en dos invernaderos con 

diferentes condiciones medioambientales, sobre todo por lo que se refiere a la humedad 

relativa y la iluminación. En el invernadero con mayor humedad relativa (IBMCP), la 

iluminación a lo largo del periodo diurno es prácticamente artificial, mientras que en el de 

menor humedad relativa (ETSIA), la iluminación es principalmente natural, aunque posee 

luz de apoyo para suplementar las horas de luz en época invernal. El número de horas de 

luz-oscuridad en ambos invernaderos es 16-8, respectivamente. 

Figura 91. Inflorescencia de una planta de 5 meses con frutos de color anaranjado 
de los que no se desprende la corola (a). Detalles de la cicatriz estilar (b) y del 
interior de un fruto (c). 
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En el invernadero 1 casi todas las inflorescencias del mutante eran indeterminadas, 

mientras que en el invernadero 2 la mayor parte de las inflorescencias eran determinadas. 

En las inflorescencias determinadas no se desarrollaban estructuras multicarpelares y los 

brotes axilares y adventicios no generaban flores tan rápidamente. El resto de alteraciones 

fenotípicas (morfología de la hoja, hábito de crecimiento y tamaño de la flor) eran 

idénticas en ambos invernaderos. En nuestra opinión, estas diferencias ocasionadas por las 

condiciones ambientales podrían deberse a diferencias en el nivel de expresión del gen 

etiquetado por el T-DNA y/o alteraciones en los niveles de expresión de otros genes que 

actúan de forma coordinada con el gen etiquetado. El análisis de expresión de genes 

candidatos y, sobre todo, la clonación y análisis funcional del gen etiquetado permitirán en 

un futuro esclarecer algunas de estas cuestiones. 

Conviene mencionar por último que, como los del fruto del mutante son 

partenocárpicos, no se pudo obtener la TG2.  

Figura 92. a) Parte de una inflorescencia del mutante (ver figura 72). b) desarrollo de estructuras 
multicarpelares en el extremo de una inflorescencia. c) desarrollo de estructuras multicarpelares 
en el extremo de una inflorescencia y en la axila de una de las hojas que se forman en la 
inflorescencia. d, e y f) diferentes niveles de desarrollo en una estructura multicarpelar.  
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Otros mutantes de la colección de plantas transgénicas con la trampa de intensificadores 

De forma muy resumida, en la tabla 31 se pueden ver otros variantes que se detectaron en 

la colección de líneas T-DNA con el vector pD991. 

Tabla 31. Otros fenotipos variantes para caracteres reproductivos detectados en TG1 

Genotipos Fenotipos observados 

55 ET73 y 220 ET73 Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
flor: retraso en el desarrollo de la flor. 

87 ET73, 291 ET73, 316 ET73 y 341 ET73 Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
flor: plantas con morfología de la flor alterada 

73 ET73, 142 ET73, 178 ET73, 201 ET73, 353 
ET73, 358 ET73, 383 ET73 y 462 ET73 

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
flor y del fruto: plantas afectadas en la morfología 
y/o tamaño de la flor y en el cuajado del fruto. 

130 ET73, 159 ET73, 214 ET73, 234 ET73, 369 
ET73, 386 ET73, 435 ET73, 509 ET73, 548 ET73, 
650 ET73, 684 ET73, 749 ET73 y 914 ET73 

Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: cuajado de muy pocos frutos. 

11 ET73 y 45 ET73 Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: retraso en el cuajado de frutos. 

339 ET73 Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: cuajado de frutos pequeños. 

21 ET73, 85 ET73, 382 ET73, 459 ET73, 483 ET73, 
504 ET73, 505 ET73, 540 ET73, 608 ET73, 750 
ET73, 815 ET73 y 949 ET73 

Alteraciones relacionadas con la formación del 
fruto: esterilidad. 

602 ET73 (figura 93) Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
semilla: cuajado de frutos con un porcentaje 
considerable de semilla oscura. 

9 ET73, 32 ET73, 86 ET73, 104 ET73, 119 ET73, 
200 ET73, 202 ET73, 219 ET73, 233 ET73, 379 
ET73, 390 ET73, 393 ET73,419 ET73, 439 ET73, 
475 ET73, 476 ET73, 659 ET73, 771 ET73, 796 
ET73, 798 ET73 y 885 ET73 

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la 
semilla: frutos con un elevado número de semillas 
vanas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 93. Detalle de las semillas que se 
desarrollaban en los frutos del genotipo 602 
ET73 
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3.3.2. Mutantes con efectos recesivos 

3.3.2.a. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con construcciones 

convencionales 

Tras caracterizar 17 progenies TG2, se identificó un mutante al que denominamos 

frankenstein por las cicatrices que aparecen en la piel de los frutos. Sus características más 

relevantes se describen a continuación 

frankenstein (código 102a P4) 

Este mutante procede de una transformación genética realizada con una construcción 

que porta el gen marcador nptII y el gen delator GFP. 

Detección del mutante: Se cultivaron 10 plantas de la progenie TG2 y 5 de ellas exhibieron 

el fenotipo mutante. 

Morfología y color de la hoja: el mutante desarrolló hojas similares a las de p73. 

Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el tamaño y la arquitectura de la planta no 

diferían respecto a p73, pero había un notable retraso en la aparición de las inflorescencias 

(figura 94a y 94b). 

La longitud del tallo hasta la primera inflorescencia era mayor que en p73. Entre 

inflorescencias ocurría algo similar. El número de fitómeros hasta la primera inflorescencia 

también era mayor que en p73 y lo mismo ocurría  entre inflorescencias.  

De hecho, el desarrollo tardío de inflorescencias sólo permitió evaluar las cuatro 

primeras inflorescencias (las plantas se decapitan cuando sobrepasan los 0,5 metros del 

tutor, lo que equivale a una altura de 2,20-2,30 metros). 

Tiempo de floración. El mutante frankenstein exhibió un retraso de la floración en el 

espacio y en el tiempo ya que, aunque el ritmo de crecimiento era similar al de p73, la 

primera inflorescencia se formó después del fitómero 16 (figuras 94a y 94b). 

Inflorescencia: la arquitectura fue similar a la de p73 pero el número de flores por 

inflorescencia era menor (4,52  0,4 en el mutante y 7,1  0,3 cm en p73).  

Tamaño, morfología y color de la flor: una de las características más relevantes del 

mutante fue el enorme tamaño de los sépalos consecuencia de la conversión homeótica de 
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los mismos en estructuras tipo hoja (figura 95). Los pétalos y estambres del mutante eran 

de menor tamaño que los de p73 (figura 95c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 94. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de frankenstein a) Longitud 
hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…), b) número de 
fitómeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3…). 
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Figura 95. Inflorescencia del mutante frankenstein (a y b) donde se aprecia como rasgo 
más aparente el desarrollo de sépalos tipo hoja. c) Comparación de una flor frankenstein 
respecto a la de p73 en estadio de antesis. 
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Un análisis más detallado de las flores en diferentes estadios de desarrollo (botón 

floral, preantesis y antesis) reveló la existencia de conversiones homeóticas en ciertos 

verticilos o, dicho de otra forma, el desarrollo ectópico de estructuras correspondientes a 

un verticilo en otro distinto. Estas alteraciones no ocurrían de forma sistemática en todas 

las flores, sino que algunas flores exhibían alteraciones en ciertos verticilos, otras 

mostraban alteraciones en otros verticilos y a veces, las alteraciones en el mismo verticilo 

eran diferentes (figura 96). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 96. Algunas de las alteraciones que se observaron en las flores del mutante frankenstein. a) 
desarrollo de óvulos en las paredes del ovario en una flor en estadio de botón floral, b) estructuras de 
pétalo en el estigma de una flor en estadio de preantesis, c) estambres fusionados al estilo o desarrollo 
de estructuras de estambre en el estilo, d) detalle del desarrollo de estambres en el estilo, e) desarrollo 
de estructuras del pistilo en estambres, f) detalle de estambres que han desarrollado en su extremo 
tejidos propios del pistilo. 
pet: pétalo, etb: estambre, etl: estilo, etg: estigma, ovr: ovario, ovl: óvulos 
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Caracteres relacionados con el fruto: las plantas de fenotipo mutante desarrollaron frutos 

de pequeño calibre con cicatrices longitudinales (figura 97). En nuestra opinión, estas 

cicatrices son las marcas que deja un estambre fusionado al ovario cuando se desprende de 

un fruto que ha cuajado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Los frutos de las plantas mutantes tenían poca semilla, pero el número de semillas 

que obtuvimos fue suficiente para comprobar que la descendencia (progenie TG3) 

procedente de este tipo de plantas manifestaba siempre el fenotipo mutante.  

3.3.2.b. Mutantes de la colección de plantas transgénicas con la trampa de 

intensificadores 

Tras caracterizar 20 progenies TG2 de la colección de líneas T-DNA con la trampa 

de intensificadores se identificó un posible mutante. Sus características más relevantes se 

describen a continuación 

41 ET73 

Detección del mutante: Se cultivaron 10 plantas TG2 y 2 de ellas exhibieron el fenotipo 

mutante. 

Número de insertos. El análisis Southern realizado en la UAL indica que la TG1 tiene 2 

inserciones. 

Morfología y color de la hoja: las plantas mutantes desarrollaban hojas similares a las de 

p73. 

Figura 97. Frutos del mutante frankenstein en diferentes estadios de desarrollo. La cicatriz 
típica del fruto dio el nombre al mutante. 
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Tamaño y hábito de crecimiento del mutante: el tamaño y la arquitectura de la planta no 

diferían respecto a p73. 

Tiempo de floración: era similar al de p73 

Inflorescencia: en las plantas de fenotipo mutante se observó una mayor ramificación en la 

tercera inflorescencia dando lugar a un elevado número de flores (figura 98 y 99). 

Conviene indicar que la inflorescencia era determinada, es decir, el mayor número de 

flores no se debe a una indeterminación de la inflorescencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamaño, morfología y color de la flor: las flores del mutante eran similares a las de p73 

Caracteres relacionados con el fruto: la morfología de los frutos del mutante era idéntica a 

la de los frutos de p73. Sin embargo, el número de frutos que generaron las plantas de 

fenotipo mutante fue mayor, consecuencia del mayor número de flores en la tercera 

inflorescencia (figura 100 y 101). 

Figura 98. Número de flores por inflorescencia en el mutante 41 ET73 y en p73 
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Figura 99. Detalle del número de flores en la tercera inflorescencia de las plantas de fenotipo mutante. 
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Expresión del delator. En este mutante se observó un elevado nivel de expresión del 

delator en los estambres de la flor y en el embrión de las semillas en plantas TG1, así como 

en algunas de las plantas TG2 (figura 102). No se detectó diferencia entre la expresión del 

delator en las plantas TG2 de fenotipo mutante respecto a las de fenotipo silvestre 

(supuestamente hemicigóticas). 

 

 

 

 

 

 

Figura 100. Número de frutos por inflorescencia en el mutante 41 ET73 y en 
73
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Figura 101. Detalle del cuajado de frutos en la tercera 
inflorescencia de una de las plantas de fenotipo mutante. 

Figura 102. Expresión del delator en el embrión de la planta 41 ET73. 
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V. DISCUSIÓN 

Los genomas de las plantas superiores están compuestos por miles de genes que 

controlan diferentes caracteres. El conocimiento de la función de los genes que determinan 

los caracteres de interés agronómico es uno de los principales retos de los proyectos de 

genómica funcional en curso. Estos conocimientos van a proporcionar la base científica 

para abordar los programas de mejora genética en los años venideros.  

En este contexto, el análisis detallado de un mutante representa uno de los caminos 

más exitosos para determinar la función de un gen. Desde un punto metodológico, los 

mutantes pueden ser generados a través de mutagénesis química (e.g. EMS), física 

(irradiación) o insercional (transposones o T-DNA). Entre estas aproximaciones, la 

mutagénesis insercional se ha convertido en los últimos años en una herramienta básica 

para la identificación y etiquetado de genes, así como para el análisis de su función. En 

este sentido, la disrupción de un gen endógeno o la integración del inserto transgénico en la 

vecindad del mismo pueden ocasionar la anulación o alteración de su función. Además, el 

uso de la mutagénesis insercional proporciona, en principio, el camino más rápido para la 

clonación del gen mutado (Radhamony et al. 2005).  

Una de las ventajas del T-DNA sobre los transposones como mutágeno insercional es 

que el T-DNA no salta tras la inserción y es química y físicamente estable a lo largo de las 

generaciones (Radhamony et al., 2005). La mutagénesis insercional por T-DNA ha sido 

ampliamente utilizada en Arabidopsis (Feldmann, 1991; Azpiroz-Leehan and Feldmann, 

1997; Krysan et al., 1999; Bouche and Bouchez, 2001) y arroz (Jeon et al., 2000; Yin and 

Wang, 2000; Jeong et al., 2002; Wu et al., 2003; Chen et al., 2003; Sallaud et al., 2003; 

Sha et al., 2004) donde se han obtenido miles de líneas etiquetadas. También se ha 

utilizado, aunque evidentemente a menor escala, en otras especies como Lotus japonicus 

(Webb et al, 2000), Medicago truncatula (Scholte et al., 2002), Salvia miltiorrhiza (Lee et 

al; 2008), Brachypodium distachyon (Vain et al, 2008), Brassica rapa (Lee et al, 2004), 

álamo (Harrison et al, 2007), tomate (Mathews et al, 2003), cebada (Zhao et al, 2006) y 

fresa (Oosumi et al, 2006). 

Diferentes aspectos de carácter social, económico y científico hacen que el tomate 

sea una especie de enorme interés estratégico a la hora de identificar genes relevantes para 

su mejora genética. Es, entre la amplia gama de especies hortícolas que se comercializan, 

la más importante por lo que representa su producción, así como por aspectos relacionados 
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con su distribución y consumo. Asimismo, la cantidad, calidad y diversidad de centros 

públicos y privados dedicados a la investigación y mejora de esta especie reflejan tanto su 

importancia económica como social.  

Desde un punto de vista científico, su naturaleza diploide, pequeño tamaño del 

genoma (0.9 pg por genoma haploide), corto ciclo de vida, relativa facilidad para obtener 

plantas transgénicas, disponibilidad de colecciones de mutantes (sobre todo, espontáneos e 

inducidos por EMS) y recursos genéticos y genómicos (marcadores de DNA, colecciones 

de EST, microarrays públicos y un mapa físico desarrollado) convierten al tomate en uno 

de los más efectivos modelos entre las especies de interés agronómico (Giovannoni, 2004). 

En particular, y como consecuencia de los avances moleculares y genéticos conseguidos en 

esta especie, el tomate ha emergido como el sistema modelo para el estudio de los procesos 

de desarrollo y maduración de frutos climatéricos (Giovannoni, 2007).  

A pesar de todas estas cuestiones, se conoce muy poco en torno a los genes y 

mecanismos que regulan las etapas iniciales del desarrollo, de cómo se establece la 

identidad del meristemo característico de esta especie, el meristemo simpodial, y cuáles 

son los determinantes genéticos y mecanismos que especifican las distintas etapas del 

desarrollo de la flor y el fruto de tomate. 

Habida cuenta del interés que despierta el conocimiento de los procesos del 

desarrollo en plantas, en parte porque su conocimiento permite la mejora de determinados 

caracteres, lo que redunda en nuestro propio beneficio, en nuestro laboratorio se inició, en 

colaboración con los grupos de los doctores Rafael Lozano y Trinidad Angosto (UAL-

Almería) y de la Dra. Mª Carmen Bolarín (CEBAS-Murcia), una línea de investigación 

relacionada con la identificación de secuencias codificantes y elementos de regulación de 

genes implicados en procesos básicos del desarrollo vegetativo y reproductivo, así como en 

la tolerancia o susceptibilidad al estrés hídrico y/o salino.  

La aportación de esta Tesis Doctoral en este proyecto de investigación ha sido la 

generación una colección de líneas de inserción por T-DNA en tomate y la identificación 

de mutantes afectados en caracteres relacionados con el desarrollo. En concreto, se han 

generado más de 1200 líneas T-DNA y se han obtenido sus descendencias TG2. La 

caracterización de estas líneas en TG1 ha conducido a la detección de 256 mutantes (de 

tipo dominante, semidominante o aditivo) afectados en caracteres vegetativos y/o 
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reproductivos. Asimismo, se ha caracterizado una pequeña muestra de progenies TG2 (en 

concreto 37) lo que ha permitido la identificación de 6 mutantes recesivos.  

Conviene indicar que el número de mutantes detectados ha superado nuestras propias 

expectativas. En cualquier caso, y siendo realistas, es probable que no todos los variantes 

identificados sean verdaderos mutantes, ni que todos los mutantes sean de tipo insercional. 

Es posible que alguna de las líneas que exhiben ciertas alteraciones fenotípicas no sea más 

que un variante epigenético, debido, por ejemplo, a una alteración en el proceso de 

metilación del DNA (Jain, 2001). En este caso, estas alteraciones no se transmitirán a la 

descendencia, a no ser que estén asociadas a un fenómeno de paramutación (Cuzin et al, 

2008). Podría ocurrir también que algunos de los mutantes que hemos identificado sean de 

tipo somaclonal y no insercional. La variación somaclonal es la variación genética que 

surge como consecuencia del cultivo in vitro y puede deberse a múltiples causas (Moreno, 

1997). Curiosamente, algunos cambios de tipo epigenético, como por ejemplo la 

metilación, pueden convertirse en cambios genéticos, es decir en verdaderas mutaciones, 

mediante el mecanismo que en su tiempo se denominó como RIP (Lee and Phillips, 1988). 

No obstante, una buena parte de los mutantes puntuales de tipo somaclonal surgen como 

consecuencia de la activación de elementos transponibles. Por citar un ejemplo, Hirochika 

et al (1996) identificaron 15 retrotransposones en arroz (Tos6-Tos20) que estaban inactivos 

(o casi inactivos) en condiciones normales de crecimiento, pero comprobaron que tres de 

ellos (Tos10, Tos17 y Tos19) se activaron en condiciones de cultivo in vitro y que en estas 

condiciones el más activo era Tos17. La activación de elementos transponibles in vitro 

tiene los mismos efectos que una mutación insercional (anulación de función o alteración 

de expresión de un gen endógeno), pero la diferencia estriba en que el gen endógeno no 

quedaría etiquetado por el T-DNA, sino por el transposón. 

Lo cierto es que los trabajos del grupo indican que, a diferencia de lo que ocurre en 

melón (Moreno and Roig, 1990), la tasa de variación epigenética en plantas de tomate 

regeneradas en cultivo in vitro es muy escasa. De forma similar, con el método de 

regeneración desarrollado en nuestro laboratorio para los experimentos de transformación, 

la frecuencia de mutaciones somaclonales es muy baja. Aún así, es evidente que, en una 

colección de más de 1200 líneas T-DNA, debe haber algún mutante de tipo somaclonal. 

Por tanto, para llegar a la conclusión de que un determinado mutante es de tipo 

insercional (y no somaclonal) hay que comprobar que hay correlación entre el inserto y la 

mutación. En el caso de que el mutante sea fértil, se puede hacer un análisis genético en la 
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descendencia para comprobar la cosegregación inserto-mutación. La forma habitual de 

hacerlo es estudiar la segregación del gen marcador (en nuestro caso el gen nptII, que 

confiere resistencia a la kanamicina) y el fenotipo mutante. No obstante, incluso en el caso 

de una simple inserción, el análisis puede no ser tan sencillo como podría parecer. Por 

ejemplo, si la mutación insercional tienen un efecto recesivo la cosegregación es parcial 

(todas las plantas mutantes son resistentes a la kanamicina, pero no todas las plantas 

resistentes a la kanamicina tienen fenotipo mutante). Además, con independencia del 

efecto de la mutación (dominante, semidominante, aditivo o recesivo) hay toda una gama 

de procesos (e.g. silenciamiento en homocigosis del gen marcador, letalidad ocasionada 

por la inserción en plantas homocigóticas, letalidad a nivel de un tipo de gametos, etc.) que 

pueden ocasionar desviaciones en la segregación esperada.  

La cosa se complica mucho más si, en lugar de una inserción, hay dos o más 

inserciones del T-DNA. Ahora bien, con independencia del número de copias, no hay que 

descartar la presencia de insertos anómalos. Por ejemplo en una planta con dos insertos 

podría ocurrir que la copia que provoca la mutación insercional haya perdido el gen nptII, 

mientras que la otra copia (que no tiene efecto insercional) sí tenga el gen marcador. En 

este caso se trata de un mutante insercional en el que la copia anómala ha etiquetado un 

gen endógeno,  pero los análisis indicarán que no hay cosegregación entre el fenotipo 

mutante y la resistencia a la kanamicina. Es más, aunque el análisis de cosegregación se 

haga mediante pruebas de tipo molecular (PCR o Southern), si la sonda utilizada está 

diseñada para detectar el gen marcador (que es lo más habitual), el resultado será el mismo: 

no habrá cosegregación.   

Por esa razón, si los análisis de cosegregación se efectúan mediante pruebas 

moleculares (PCR o Southern), conviene utilizar cebadores de secuencias de los bordes 

(derecho o izquierdo), además de las que los que habitualmente se utilizan (e.g. cebadores 

del gen marcador o delator). Aún así, es probable que durante la integración del T-DNA se 

pierda un trozo de la secuencia correspondiente a uno de los bordes, en cuyo caso, si se 

utiliza una sonda que detecta este borde, el resultado del análisis será que no hay 

cosegregación, aunque en realidad sí es una mutación insercional. 

Por ejemplo, Miyao et al (2007) a partir de una colección de mutantes insercionales 

en arroz generados con el retrotransposón Tos17 observaron la falta de correlación 

mutación-inserto en algunos variantes. Los autores indicaron que, en esos casos, los 

variantes podrían estar ocasionados por la inserción de otro transposón nativo, por 
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aberraciones cromosómicas u otro tipo de mutaciones generadas como consecuencia del 

cultivo in vitro (i.e. mutaciones somaclonales). 

Otro problema, por desgracia habitual en mutantes dominantes o semidominantes, es 

la falta de fertilidad. Si la infertilidad sólo afecta a un tipo de gametos (masculinos o 

femeninos), no se conseguirá la TG2, pero si se podrá lograr alguno de los retrocruces. Si 

la infertilidad es total, no hay nada que hacer, ya que no se puede obtener la TG2 ni los 

retrocruces.       

Si el mutante es infértil, o, como suele ocurrir en muchos casos, hay serias 

dificultades para hacer el análisis genético y comprobar la existencia de cosegregación 

inserto-mutación, no queda más remedio que secuenciar y analizar las secuencias 

flanqueantes del T-DNA (o de los T-DNAs en el caso de múltiples copias). En este caso, a 

través de la información existente sobre las regiones del genoma que ya se han secuenciado 

es factible inferir si la mutación se debe o no a la disrupción de un gen endógeno o a la 

alteración en la expresión de dicho gen que ocasiona la inserción del T-DNA en la 

vecindad del mismo. Por desgracia, a diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis y arroz, 

en el caso del tomate no disponemos todavía de la secuencia completa del genoma. Por 

tanto, si no se identifica algún gen candidato, la única solución es secuenciar el gen 

endógeno etiquetado por un T-DNA mediante TAIL-PCR o Anchor-PCR (Schupp et al, 

1999) y, a posteriori, llevar a cabo un análisis funcional para comprobar si la anulación de 

función del mismo (e.g. RNAi) o su sobreexpresión (e.g. 35s) genera un fenotipo similar al 

del mutante. La ventaja de esta aproximación estriba en que, además de demostrar que el 

fenotipo mutante se debe a una inserción del T-DNA, se habrá avanzado 

considerablemente en el análisis funcional del gen. 

Cuando iniciamos el proyecto sobre mutagénesis insercional en tomate, el 

planteamiento anterior nos parecía irreal. Sin embargo, gracias a la colaboración con el 

grupo de los Dres. Rafael Lozano y Trinidad Angosto, ahora sabemos que estábamos 

equivocados. Los trabajos efectuados por el grupo de la UAL han permitido poner a punto 

métodos eficaces para la secuenciación de las regiones flanqueantes a un T-DNA en 

tomate. De esta forma, lo que antes parecía un tanto irreal, ahora es factible. Con todo, el 

que sea factible no significa que sea fácil.  

En el momento presente, el planteamiento anterior es asequible en el caso de líneas 

T-DNA con una o, a lo sumo, dos inserciones. En el caso de tres o más copias, la cosa se 
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complica porque, aparte del trabajo que representa la clonación de las secuencias 

flanqueantes, hay que llevar a cabo el análisis funcional de cada uno de los genes, lo que 

implica una enorme cantidad de trabajo porque hay que obtener y evaluar un número 

suficiente de plantas transgénicas en las que se haya obtenido la anulación de función y la 

sobreexpresión de cada uno de los genes.  

Por lo que respecta a la estrategia a seguir en primera instancia para el análisis 

funcional, RNAi o sobreexpresión, la ventaja de la primera es que no requiere la clonación 

de toda la región estructural del gen, y además es el método más adecuado en el caso de 

mutantes insercionales de anulación de función. La sobreexpresión puede ser más 

adecuada, al menos en principio, en el caso de ciertas mutaciones dominantes, 

semidominantes o aditivas que generan una sobreexpresión del gen endógeno, debido, por 

ejemplo, a la inserción del T-DNA corriente arriba del gen o en alguno de sus elementos de 

control en 5’. Aún así, conviene tener en cuenta que si, como es habitual, se utiliza el 

promotor 35s, el fenotipo de las plantas transgénicas en las que se produce la 

sobreexpresión del gen no tiene porqué ser idéntico al del mutante insercional. Es más, la 

sobreexpresión con el promotor 35s suele generar efectos pleiotrópicos que pueden generar 

confusión a la hora de llevar a cabo el análisis funcional. 

Por conexión con la pleiotropía, aunque retomando el tema de la evaluación de líneas 

T-DNA, un aspecto a tener en cuenta es que los mutantes insercionales (como cualquier 

otro tipo de mutantes) suelen exhibir efectos pleiotrópicos, lo que suele complicar la 

asignación de la función (o, mejor dicho, la inferencia en torno a la función) del gen 

mutado. Esto puede deberse a que el gen en cuestión esté implicado no en uno, sino en 

varios caracteres que afectan al desarrollo de la planta, aunque también puede ocurrir que 

la alteración de la expresión del gen mutado provoque cambios dramáticos en el nivel de 

expresión de otros genes que interactúan con dicho gen.  

Menda et al (2004) observaron que el 48% de los mutantes de tomate obtenidos a 

través de mutagénesis por EMS y neutrones rápidos exhibían pleiotropía. Miyao et al 

(2007) indicaron que casi la mitad de los mutantes de arroz que identificaron estaban 

afectados en más de un carácter.  

Nosotros hemos observado que el 52% de los mutantes que identificamos en TG1 y 

el 33% de los que se detectaron en la TG2 exhibían alteraciones en más de un carácter. De 

hecho, la mayor parte de mutantes con efectos pleiotrópicos mostraban alteraciones en 



Discusión 
 

 207

caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo y reproductivo (las dos categorías que 

utilizamos para la clasificación de los mutantes en esta Tesis Doctoral). De hecho, los 

efectos pleiotrópicos que exhibieron la mayor parte de los mutantes nos hicieron dudar 

sobre el apartado en el que había que incluir a dichos mutantes.  

A la hora de llevar a cabo la clasificación, lo que decidimos fue incluir a cada 

mutante en el apartado correspondiente al carácter del desarrollo (vegetativo o 

reproductivo) que, de forma más notable, había contribuido a la identificación del mismo, 

lo que no significa que el gen mutado responsable de dicha alteración fenotípica esté 

implicado, al menos de forma directa, en aspectos relacionados con ese carácter. Por tanto, 

en lo que respecta a nuestros mutantes, podría ocurrir que el gen etiquetado en un mutante 

adscrito al desarrollo vegetativo esté implicado realmente en el desarrollo floral o el 

desarrollo del fruto, o al contrario, es decir que el gen mutado en uno adscrito al desarrollo 

reproductivo esté implicado en el desarrollo foliar. Sin duda, tras el aislamiento y 

caracterización de los genes etiquetados en los mutantes de inserción y su posterior análisis 

funcional en plantas transgénicas, tendremos una idea más clara del sitio en el que 

deberíamos haber incluido cada mutante.  

Los mutantes que se han identificado en esta Tesis Doctoral han exhibido 

alteraciones en una amplia gama de caracteres relacionados con el desarrollo, es decir, se 

han detectado una gran variedad de fenotipos. De forma un tanto arbitraria, hemos 

clasificado de forma individual cada uno de los fenotipos que se han detectado en los 

mutantes. El resultado se muestra en la tabla 1, en la que se indica el número de plantas 

(TG1) o descendencias (TG2) en las que se observaron estos fenotipos diferenciales (o 

descriptores fenotípicos). Al respecto conviene recordar que muchos de los mutantes 

exhibieron alteraciones en más de un carácter (pleiotropía), y, por consiguiente, en la tabla 

un mutante puede estar representado en diferentes descriptores fenotípicos.  

Tal y como puede verse en la tabla 1, los fenotipos más abundantes están 

relacionados con caracteres del desarrollo vegetativo, en concreto, alteraciones en el 

crecimiento (hábito y compacidad) o desarrollo de la hoja (tamaño, morfología o color). 

Por lo que respecta al desarrollo reproductivo, los fenotipos más abundantes estaban 

relacionados con esterilidad o infertilidad.  
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Tabla 1. Número de mutantes en función del descriptor fenotípico. 

Descriptor fenotípico TG1 Porcentaje TG2 Porcentaje* 
Crecimiento in vitro1 12 2,18 0 0,00 
Desarrollo radicular 0 0,00 1 10,00 
Enanismo 5 0,91 2 20,00 
Hábito de crecimiento2 108 19,64 0 0,00 
Compacidad 42 7,64 0 0,00 
Abundante viviparidad 5 0,91 0 0,00 
Abundante ramificación axilar 2 0,36 0 0,00 
Menor tamaño de la hoja 28 5,09 0 0,00 
Morfología de la hoja 27 4,91 0 0,00 
Color de la hoja 29 5,27 0 0,00 
Jaspeado 39 7,09 0 0,00 
Senescencia 3 0,55 1 10,00 
Ausencia de flores 1 0,18 0 0,00 
Menor nº de flores/inflorescencia 14 2,55 1 10,00 
Mayor nº de flores/inflorescencia 2 0,36 1 10,00 
Tiempo de floración 22 4,00 1 10,00 
Arquitectura de la inflorescencia 5 0,91 0 0,00 
Morfología de la flor 29 5,27 1 10,00 
Tamaño de la flor 17 3,09 0 0,00 
Color de la flor 6 1,09 0 0,00 
Número de órganos florales 7 1,27 0 0,00 
Ausencia de frutos (esterilidad) 62 11,27 0 0,00 
Escaso porcentaje de cuajado 40 7,27 0 0,00 
Desarrollo tardío de frutos 9 1,64 0 0,00 
Partenocarpia 13 2,36 0 0,00 
Frutos con poca semilla 1 0,18 0 0,00 
Tamaño del fruto 14 2,55 1 10,00 
Morfología del fruto 7 1,27 0 0,00 
Letalidad - 0,00 1 0,00 
Color semilla 1 0,18 0 0,00 

TOTAL 550 100 10 100 
1 Se han incluido mutantes afectados en el enraizamiento o crecimiento de la planta in vitro en el medio de cultivo 
que habitualmente se utiliza para el desarrollo de una planta a partir del ápice meristemático o las yemas axilares. 
2 Se han incluido todos los mutantes que exhibieron una arquitectura vegetativa diferencial respecto al control, 
como por ejemplo mutantes con alteraciones en el número de fitómeros entre inflorescencias, porte débil y retraso 
del crecimiento. 
* Teniendo en cuenta que sólo se han evaluado 37 progenies TG2, los datos correspondientes al porcentaje tienen 
escaso valor y simplemente se muestran a modo indicativo.   

Nuestros resultados son parecidos a los de otros autores. Por ejemplo, en la colección 

de mutantes insercionales de arroz obtenida por Miyao et al (2007), los fenotipos más 

frecuentes exhibían alteraciones en caracteres del desarrollo vegetativo, como tamaño de la 

planta o aspectos relacionados con el desarrollo foliar, aunque un elevado número de 

fenotipos estaban relacionados con esterilidad o baja fertilidad. Entre los diferentes 
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fenotipos que identificaron en la colección de mutantes inducidos (EMS y neutrones 

rápidos) de tomate, Menda et al (2004) observaron que los más abundantes estaban 

relacionados con el tamaño de la planta, diferentes tipos de esterilidad y mutaciones en la 

hoja, mientras que los menos abundantes estaban relacionados con el desarrollo del fruto, 

morfología de la flor, tiempo de floración, color de las flores y arquitectura de la 

inflorescencia. 

Muchos de los mutantes que hemos identificado exhibieron diferentes alteraciones en 

caracteres relacionados con el desarrollo de la hoja. Probablemente, en muchos de estos 

mutantes se analizará la expresión de genes candidatos cuya expresión puede haberse visto 

alterada como consecuencia de la mutación. Por tanto, conviene tener una idea de los genes 

implicados en este proceso. De forma resumida, y en lo que respecta a genes muy 

concretos, hoy en día se sabe que el desarrollo inicial de la hoja a partir del meristemo 

apical del tallo (SAM) requiere de la expresión coordinada de varios tipos de genes: 

CLAVATA, WUSCHEL, KNOX y PHANTASTICA (Kessler and Sinha, 2004). En este 

escenario, CLAVATA y WUSCHEL son necesarios para la regulación del tamaño del 

meristemo, la clase I de los genes homeobox tipo KNOTTED (KNOX) es necesaria para el 

mantenimiento de la identidad de los meristemos y PHANTASTICA actúa como un 

regulador de la expresión de los genes KNOX en el primordio foliar. En efecto, se ha 

demostrado que en especies de hoja simple, como Arabidopsis y maíz, el nivel de 

expresión de genes KNOX disminuye en el primordio de la hoja, y en este proceso 

PHANTASTICA desempeña un papel clave. Por otro lado, se ha propuesto que en el 

proceso de iniciación de la hoja se producen interacciones entre los genes CLAVATA, 

WUSCHEL y KNOX (Kessler and Sinha, 2004). A diferencia de lo que ocurre en especies 

de hoja simple, en las especies que desarrollan hojas compuestas, como es el caso del 

tomate (con hojas pinnadocompuestas), se produce un mayor nivel de expresión de los 

genes KNOX1 durante el proceso de iniciación de la hoja. Además, diversos estudios 

sugieren una conexión entre la expresión de genes KNOX y el grado de disección de la 

hoja. En un trabajo pionero, Hareven et al (1996) demostraron que la sobreexpresión de 

genes KNOX1 (Knotted-1 de maíz) en plantas transgénicas de tomate incrementaba la 

lobulación y expansión de la hoja. En este trabajo, los autores además aislaron, mediante 

homología de secuencias con el gen Knotted-1 de maíz, su homólogo en tomate (TKn1). 

Janssen et al (1998) obtuvieron fenotipos similares en tomate mediante la sobreexpresión 

del gen LeT6 (un gen KNOX de clase I de tomate). Los datos indicaban que la morfología 
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final de la hoja podía ser modificada como consecuencia de una alteración en el nivel de 

expresión de genes KNOX. De hecho, se demostró que el mayor grado de disección y la 

diferente morfología de las hojas en los mutantes dominantes Mouse ears (Me) y Curl (Cu) 

se debía a diferentes tipos de alteración de la expresión de dos alelos del gen tipo KNOX de 

tomate Tkn2 (Parnis et al, 1997). Asimismo, el mutante recesivo clausa, que fenocopia 

parcialmente el fenotipo de las plantas transgénicas que sobreexpresan el gen Knotted-1 de 

maíz, exhibe una alteración de la expresión del gen KNOX de clase I de tomate LeT6/TKn2 

(Avivi et al, 2000).  

Müller et al (2006) demostraron un cambio de morfología de hoja, de simple a 

compuesta, expresando de forma constitutiva un gen KNOX de clase I de cebada en plantas 

transgénicas de diente de león (Taraxacum officinale Web.). Hay y Tsiantis (2006), 

comprobaron que la anulación de la actividad KNOX1 en Cardamine hirsuta daba lugar a 

una conversión de hojas compuestas en hojas simples. Para ello utilizaron una construcción 

RNAi a partir del gen KNOX1 de C. hirsuta. Los autores concluyeron que la actividad 

KNOX1 es necesaria para la formación de foliolos en esta especie. 

Por otro lado, se ha podido demostrar que en plantas que desarrollan hojas 

compuestas, como es el caso del tomate, debe existir una expresión solapada de genes tipo 

KNOX y PHANTASTICA. En plantas heterocigóticas para la mutación Mouse ears (Me/+) 

se produce un incremento del nivel de expresión del gen LeT6 y una reducción del nivel de 

expresión del ortólogo de PHANTASTICA en tomate (LePHAN), indicando que LeT6 

reprime la expresión de LePHAN. En el homocigoto Mouse ears (Me/Me) el incremento 

del nivel de expresión de LeT6 es mucho mayor y la mayor reducción del nivel de 

expresión de LePHAN hace que las hojas no se desarrollen adecuadamente, formándose 

estructuras que parecen hojas sin limbo. Este fenómeno también se había observado en 

algunos fenotipos que exhibían una exacerbada sobreexpresión de LeT6 (Janssen et al, 

1998). Es decir, en ausencia de LePHAN, los foliolos de las hojas de tomate no se 

desarrollan, lo que sugiere que debe existir alguna actividad de PHANTASTICA (junto a la 

de KNOX) para el inicio del desarrollo de los foliolos (Kim et al, 2003). En definitiva, el 

normal desarrollo de las hojas compuestas de tomate requiere la actividad de estos dos 

genes antagonistas. 

Siguiendo con la misma línea de argumentación, se sabe que algunos reguladores del 

crecimiento en plantas (principalmente, giberelinas, auxinas y citoquininas) están 

implicados en el control de la morfología foliar (Champagne and Sinha, 2004). En el caso 
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del tomate, se ha comprobado que el incremento en el grado de disección de la hoja 

compuesta, mediado por un mayor nivel de expresión de genes tipo KNOX, va 

acompañado de una reducción del nivel de expresión del gen Le20ox1, implicado en la 

biosíntesis de giberelinas (Hay et al, 2002). De hecho, los mutantes Me y Cu, que 

manifiestan una expresión ectópica de LeT6, exhiben además una concomitante reducción 

de GA20-OXIDASA, es decir menores niveles de giberelina. Asimismo, Hay et al (2002) 

demostraron que tanto la aplicación exógena de giberelinas como la señalización 

constitutiva de giberelinas (que exhibe el mutante de tomate procera) reducía el grado de 

disección de las hojas de tomate. Estos resultados indican que la complejidad de la hoja en 

tomate está regulada también por giberelinas (Hay et al, 2002; Hay et al, 2004).  

Experimentos recientes de genética molecular han permitido comprobar que las 

auxinas desempeñan un papel importante durante el desarrollo inicial de los primordios de 

hoja. En este sentido, la aplicación exógena de auxinas naturales en los flancos del SAM 

conduce a la formación de nuevos primordios mientras que cuando se realizan tratamientos 

con inhibidores del transporte polar de auxinas no se desarrollan órganos laterales a partir 

del SAM (Reinhardt et al, 2000, Reinhardt et al, 2003; Vogler & Kuhlemeier, 2003). 

Evidencias recientes indican que las auxinas pueden ser requeridas para una regulación 

negativa de la expresión de genes tipo KNOX durante el desarrollo inicial de los primordios 

de hoja (Scanlon, 2003). Al-Hammadi et al (2003) comprobaron que el mutante 

polycotyledon de tomate, que exhibe diversas alteraciones relacionadas con el tamaño y la 

morfología foliar (entre otros defectos relacionados con el desarrollo), adolece de un 

incremento del transporte polar de auxinas. 

Diversos trabajos ejemplifican la relación entre los niveles endógenos de citoquinina 

y la expresión de genes tipo KNOX. Por ejemplo, los fenotipos de expresión alterada de 

genes KNOX son similares a los de sobreexpresión de citoquininas (Estruch et al, 1991; 

Sinha et al, 1993). Asimismo, se ha comprobado que la sobreexpresión de genes tipo 

KNOX estimula la síntesis de citoquinina (Kusaba et al, 1998; Frugis et al, 1999; Ori et al, 

1999; Hewelt et al, 2000).  

Algunos de los mutantes que hemos identificado en este trabajo exhibieron diferentes 

tipos de alteraciones en lo que respecta a su desarrollo foliar. Por ejemplo, el mutante 860 

ET73 exhibió un mayor grado de disección foliar (figura 1). En los mutantes 57 ET73, 740 

ET73 y 816 ET73 observamos todo lo contrario, es decir, menor grado de disección foliar 

(figura 1). Casi todos los mutantes mencionados exhibieron también alteraciones en el 
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tamaño de la hoja o en la morfología de los foliolos. No obstante, hemos observado que 

muchos de los mutantes exhibían alteraciones relacionadas con la morfología de los 

foliolos pero no tanto con el grado de disección foliar, que era similar al de las hojas del 

testigo (e.g. mutantes compact1b, 605 ET73). Se ha comprobado, en este sentido, que 

alteraciones no tan drásticas en los niveles de expresión de genes tipo KNOX ocasionan 

lóbulos más pronunciados o arrugamiento en las hojas (Hake et al, 2004). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alteraciones morfológicas (especialmente en lo que se refiere al patrón de disección 
foliar y a la morfología del foliolo) observadas en las hojas de algunos mutantes  

En definitiva, las alteraciones morfológicas que se han observado en las hojas de los 

diversos mutantes (figura 1) podrían deberse a cambios de expresión en genes tipo KNOX 

y PHANTASTICA, así como genes implicados en los procesos de biosíntesis o transporte 

WT 860 ET73 

57 ET73 816 ET73 

compact 1b 605 ET73 
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de reguladores del crecimiento. En cualquier caso, se podrían haber etiquetado nuevos 

genes implicados en los procesos relacionados con el desarrollo foliar en tomate. En este 

sentido, en un trabajo reciente, Brand et al (2007) caracterizan cuatro grupos de mutantes 

de tomate afectados en el grado de complejidad y morfología de la hoja. En uno de los 

mutantes (goblet) que exhibía un menor grado de disección foliar, pero lóbulos más 

pronunciados, los niveles de expresión de los genes TKn1 y LeT6/TKn2 eran prácticamente 

indetectables respecto a los niveles del testigo. Comprobaron que la mutación GOBLET se 

encuentra en el cromosoma 7 de tomate mientras que los genes TKn1 y LeT6/TKn2 se 

encuentran en los cromosomas 2 y 4, respectivamente, lo que quiere decir que no se trata 

de una mutación en dichos genes, aunque, de manera indirecta, sí altera sus niveles de 

expresión.  

Por otro lado, en otro de los mutantes (multi drop), el mayor grado de disección 

foliar se pudo correlacionar con el mayor nivel de expresión de los genes TKn1 y 

LeT6/TKn2. Sin embargo, en dos mutantes que exhibían menor nivel de disección foliar 

(expelled shoot y shot pedicel) el nivel de expresión de TKn1 no variaba respecto al testigo 

y LeT6/TKn2 estaba sobreexpresado.  

Brand et al (2007) sugieren que, junto con la participación de los genes KNOX, 

deben existir otros genes (que aún no han sido identificados) implicados en los procesos 

que controlan la morfología de la hoja y, por ende, el mantenimiento de la identidad del 

SAM. De hecho, otros genes con funciones muy distintas podrían estar implicados en la 

morfología foliar. Por ejemplo, en guisante, que tiene hojas compuestas, no se expresan los 

genes tipo KNOX en la hoja (Hofer et al, 2001), lo que revela una ruta independiente a 

KNOX responsable de la disección foliar. En el mutante de guisante de pérdida de función 

unifoliata (uni) las hojas compuestas se transforman en simples. El análisis molecular del 

mutante indicó que UNI codifica para el ortólogo de LEAFY (LFY) de Arabidopsis y 

FLORICULA (FLO) de Antirrhinum y que su función es requerida en hojas para mantener 

una fase transitoria de indeterminación que conduzca a la formación de foliolos (Hofer et 

al, 1997). Curiosamente, la pérdida de función de FALSIFLORA (FA) en tomate (ortólogo 

de FLO/LFY) conlleva, entre otras consecuencias fenotípicas, a una reducción del número 

de foliolos intercalados de la hoja (Molinero-Rosales et al, 1999), lo que sugiere que FA 

desempeña un cierto papel en el desarrollo de la hoja compuesta.  

Por otra parte, no habría que descartar que a partir de un mutante concreto se puedan 

identificar nuevos genes tipo KNOX o PHANTASTICA. A título de ejemplo, Kimura et al 
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(2008) han identificado un nuevo gen KNOX de clase I (PETROSELINUM) responsable de 

la variación existente en la morfología de la hoja de las especies silvestres de tomate de las 

Islas Galápagos. Los autores indican que la variación existente en estos tomates silvestres 

se debe a una deleción en un simple nucleótido del promotor del gen PETROSELINUM lo 

que ocasiona una mayor actividad génica.  

Cabe añadir, en relación con este tema, que algunos de los mutantes que exhibieron 

alteraciones en la arquitectura foliar desarrollaban brotes ectópicos en el raquis de la hoja 

(fenómeno al que hemos denominado en esta memoria viviparidad). Algunos autores han 

reportado el desarrollo de este tipo de estructuras en plantas transgénicas que 

sobreexpresan genes KNOX de clase I. Por ejemplo, Kano-Murakami et al (1993) 

indicaron que las plantas transgénicas de tabaco que expresaban el gen OSH1 de arroz (un 

gen tipo Kn1) bajo el control del promotor 35S desarrollaban brotes ectópicos en la cara 

adaxial de la hoja. Estos mismos fenotipos se observaron en plantas transgénicas de tabaco 

tanto con el gen Kn1 como con el gen NTH15 (un gen tipo Kn1 de tabaco), así como en 

plantas transgénicas de Arabidopsis con el gen KNAT1 (un gen de Arabidopsis tipo 

homeobox), todas ellas bajo el control del promotor 35S (Sinha et al, 1993; Lincoln et al, 

1994; Tamaoki et al, 1997). Sentoku et al (2000) también observaron la formación de 

brotes ectópicos en la cara adaxial de plantas transgénicas de arroz con genes OSH.  

Por lo que respecta al tomate, las alteraciones que exhibe el mutante clausa se han 

atribuido a una alteración de la expresión del gen KNOX de clase I de tomate LeT6/TKn2, y 

en lo que se refiere a la hoja, el mutante se caracteriza por el desarrollo de estructuras tipo 

brote a partir del raquis de la hoja (Avivi et al, 2000).  

Nosotros hemos identificado siete variantes que 

exhibieron abundante viviparidad. Uno de ellos (vitro 

blooming), se caracterizó por desarrollar flores en este 

tipo de estructuras vivíparas por lo que no se puede 

descartar la posibilidad de que, además de alteraciones 

en genes de tomate tipo KNOX, se haya producido la 

alteración de algún gen implicado en los procesos de 

floración. 

Debido a cómo hemos llevado a cabo la identificación de los mutantes (en 

invernadero, cultivando las plantas con fibra de coco y riego hidropónico) no hemos 

Vitro blooming 
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podido realizar un cribado de nuestra colección de líneas T-DNA 

sobre la base del crecimiento radicular, es decir, fenotipar un órgano 

que está creciendo bajo tierra. No obstante, y tratando de investigar 

sobre las causas que podrían ocasionar el retraso de crecimiento 

(enanismo) de un mutante concreto (nanotom), pudimos comprobar 

que los problemas observados en la parte aérea se debían a notables 

alteraciones relacionadas con el desarrollo radicular. En concreto, 

comprobamos que nanotom exhibía importantes alteraciones en el 

desarrollo radicular que parecían estar relacionadas con una limitación 

de la capacidad de crecimiento de los meristemos radiculares.  

En la literatura existen muchos trabajos en los que se describe el análisis genético y 

molecular de mutantes de Arabidopsis afectados en el desarrollo radicular. Respecto a los 

que exhiben alteraciones en la raíz primaria, merece la pena destacar los mutantes short 

root (shr), scarecrow (scr), gollum (glm) y root meristemless (rml). Shr y shr se 

identificaron en la descendencia de colecciones de líneas de inserción mientras que glm y 

rml se identificaron en la descendencia de colecciones de líneas EMS. Una característica 

común de shr, scr y glm es el desarrollo anómalo y retrasado del sistema radicular respecto 

al del testigo. La observación al microscopio de secciones de raíz teñidas con toluidina 

reveló la existencia de aberraciones a nivel de división y diferenciación celular de las capas 

que componen la organización radial de la raíz de Arabidopsis (Scheres et al, 1995). Las 

raíces primarias de las plantas de fenotipo silvestre contienen, en forma de capas simples 

de células, epidermis, cortex, endodermis y periciclo. En el interior de estas capas se 

encuentran las células vasculares del protofloema y protoxilema. En lo que respecta a los 

mutantes, shr carece de endodermis, scr muestra un fenotipo similar, y además no contiene 

cortex, y glm carece de la organización característica de tejidos vasculares y de periciclo. 

La ausencia de este tipo de células específicas en los mutantes está relacionada con 

defectos relacionados con divisiones particulares durante la embriogénesis así como 

defectos relacionados con la especificación celular. Por lo que se refiere a rml, se trata de 

un mutante cuya alteración en el sistema radicular (sus raíces primarias tienen un tamaño 

de unos 2 mm de longitud) se traduce en un menor tamaño de las distintas partes aéreas de 

la planta (aunque su fenotipo es normal). Las alteraciones en el sistema radicular se deben 

a una limitada división celular en el meristemo de las raíces primarias (Cheng et al, 1995). 

En definitiva, por lo que respecta a nanotom, no se puede descartar que hayamos 

nanotom 
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conseguido etiquetar algún gen implicado en los procesos de división y diferenciación 

radicular. 

Habida cuenta de que el nivel endógeno de fitohormonas influye sobre el crecimiento 

y desarrollo radicular, realizamos algunos experimentos in vitro para determinar si el 

cultivo del mutante en medios suplementados con algún regulador de crecimiento 

(diferentes tipos de auxina, citoquinina, giberelina o ácido abscísico) permitía restaurar el 

fenotipo silvestre. Lo que observamos que en la mayor parte de los medios empleados no 

se producía la restauración del fenotipo silvestre. Sin embargo, en uno de ellos, 

concretamente en un medio suplementado con zeatina, se 

produjo una excesiva respuesta morfogenética en 

comparación con la respuesta del testigo.  

En nuestro laboratorio se obtuvo hace algunos años 

una colección de plantas transgénicas de tomate con el gen 

ipt, que codifica para un enzima (isopentenil transferasa) que 

cataliza el paso limitante de la ruta biosintética de 

citoquininas. Se vio que las plantas transgénicas con mayor 

nivel de expresión del gen no eran capaces de enraizar en los 

medios de cultivo diseñados para tal efecto. Además, estas 

plantas desarrollaban en la base del tallo un prominente callo 

con numerosas estructuras organogénicas en vez de raíces.  

Cuando las plantas del cultivar p73 (es decir, del 

testigo) se cultivaron en un medio suplementado con 0,5 

mg/l de zeatina no fueron capaces de enraizar, aunque tampoco desarrollaron estructuras 

organogénicas, probablemente porque la concentración de zeatina que se utilizó en el 

experimento no fue suficiente para originar este tipo de respuesta. En cambio, cuando las 

plantas de nanotom se cultivaron en este mismo medio con 0,5 mg/l de zeatina se observó 

un fenotipo similar al de las plantas transgénicas que sobreexpresan el gen ipt, pero lo 

curioso es que el fenotipo es mucho más extremo. 

Hasta llevar a cabo un análisis más detallado del mutante, nuestra hipótesis es que las 

alteraciones en el sistema radicular que manifiesta nanotom podrían estar relacionadas con 

el correcto desarrollo de los meristemos radiculares. No obstante, a tenor de los resultados 

obtenidos en el medio suplementado con zeatina, no se puede descartar que se haya 

nanotom + zeatina 

p73 + zeatina 
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producido la alteración del nivel de expresión de algún gen implicado en la síntesis 

endógena de fitohormonas que conduzca, en última instancia, a un mayor nivel de síntesis 

de citoquininas. En principio, ello podría deberse a dos motivos. Podría haberse producido, 

por ejemplo, una mutación en un gen que actúa como regulador negativo de otro implicado 

en la síntesis de citoquininas. En este caso, la anulación de función del primero conduciría 

a un incremento en la expresión del segundo. De forma alternativa, podría tratarse de una 

mutación insercional que genera la sobreexpresión de un gen implicado en la síntesis de 

citoquininas, en cuyo caso lo más probable es que tenga un efecto dominante. 

El mayor número de mutantes que se han identificado en el contexto de esta Tesis 

está relacionado con el crecimiento de la parte aérea de la planta. En este sentido, un 

elevado número de mutantes exhibieron un hábito de crecimiento distinto al del testigo, 

siendo muy comunes las plantas de porte débil con mayor o 

menor longitud internodal. También conviene resaltar el 

elevado número de mutantes que exhibieron crecimiento 

compacto. Por lo que respecta a algunos de los mutantes que 

exhibieron un porte más elongado o más compacto que el del 

testigo, nuestra hipótesis es que el fenotipo resultante de dicha 

mutación podría estar conferido por cambios en los niveles de 

expresión de genes implicados en la síntesis, regulación o 

percepción de las giberelinas o brasinosteroides. Esta hipótesis 

se basa en las evidencias fotográficas de algunos trabajos en 

los que se describen mutantes o plantas transgénicas que 

muestran alteraciones en los niveles endógenos de los factores 

genéticos relacionados con esta hormona. Aunque la función 

más obvia es promover el crecimiento vegetativo, hoy en día 

se sabe que las giberelinas desempeñan un papel muy 

importante en aspectos relacionados con la expansión de las 

hojas, el desarrollo de la flor, el cuajado del fruto y la 

germinación de las semillas (Hedden and Kamiya, 1997). En 

lo que respecta al porte de la planta, los mutantes deficientes en giberelinas tienden a ser 

más pequeños debido a una reducción de la longitud del tallo. En el caso contrario, los 

mutantes con incrementos en los niveles endógenos de giberelinas tienen tallos más largos 

compact 1b 

dwarf 17 
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y delgados (Richards et al, 2001; Sakamoto et al, 2004). Estos fenotipos también se 

obtienen mediante la aplicación exógena de giberelinas en plantas de fenotipo silvestre.  

Recientemente se ha demostrado que los fenotipos semi-enanos de las variedades de 

trigo y arroz que contribuyeron a lo que se ha denominado como segunda revolución verde 

están directamente relacionados con genes que codifican para reguladores negativos de la 

respuesta a giberelinas (Sakamoto and Matsuoka, 2004). En tomate se ha reportado que la 

alteración de la expresión de genes implicados en la síntesis de giberelinas modifica la 

arquitectura de la planta. Por ejemplo, Xiao et al (2006) comprobaron que la anulación de 

función del gen GA 20-oxidasa (un importante regulador de la ruta de biosíntesis de 

giberelinas) en plantas transgénicas de tomate daba lugar a fenotipos de menor tamaño y 

con menor longitud internodal.  

Los niveles endógenos de giberelinas también se pueden alterar a través de 

modificaciones genéticas de las proteínas DELLA. Los estudios de genética molecular 

efectuados en Arabidopsis han contribuido a esclarecer la ruta de transducción de señales 

de DELLA. De acuerdo con el modelo propuesto en Arabidopsis, la respuesta a giberelinas 

se encuentra bajo el control negativo de una familia de proteínas DELLA, denominadas 

RGA, GAI, RGL1, RGL2 y RGL3 (Peng et al, 1997; Dill and Sun, 2001; Lee et al, 2002; 

Wen and Chang, 2002). El alelo semidominante tipo GAI gai-1, que codifica una proteína 

de ganancia de función (Atgaidel), carece del motivo de degradación DELLA. De esta 

forma, los mutantes de Arabidopsis gai-1 tienen activada la ruta DELLA de manera 

constitutiva y son parcialmente insensibles a giberelinas (Peng et al, 1997). Martí et al 

(2007) transformaron tomate con Atgaidel y con una construcción antisentido de un gen 

DELLA de tomate. En las plantas transgénicas con Atgaidel había una ramificación 

abundante y una reducción de su tamaño, lo que hacía que las plantas exhibieran una 

estructura de tipo compacta, mientras que las plantas de anulación de función de DELLA 

eran muy altas y tenían tallos delgados. Martí et al (2007) fenocopiaron estos mismos 

fenotipos aplicando de forma exógena a los parentales silvestres ácido giberélico (fenotipo 

similar al de plantas transgénicas de anulación de función de DELLA) y pacobutrazol 

(fenotipo similar al de plantas transgénicas con Atgaidel).  

Recientemente, se ha demostrado que el mutante procera, que exhibe un fenotipo de 

respuesta constitutiva de giberelinas, es un mutante nulo para DELLA (Bassel et al, 2008). 

Las plantas de fenotipo procera son más desgarbadas, más altas, con tallos más finos y 
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hojas con lóbulos menos pronunciados que las de fenotipo silvestre (Stubbe, 1957; Jones, 

1987; Jupe et al, 1988; Van Tuinen et al, 1999).  

En definitiva, es posible que algunos de los mutantes que exhiben un porte débil o 

más compacto tengan alterada alguna de las rutas de señalización de giberelinas. No 

obstante, podría ocurrir que en algunos mutantes de fenotipo más compacto se haya 

producido una alteración de genes que codifican para brasinosteroides (BR). En este 

sentido, muchos mutantes deficientes en las rutas de señalización o biosíntesis de BR 

exhiben enanismo o mayor compacidad (Altmann, 1999; Yokota, 1997; Fujioka and 

Yokota, 2003). En el tomate, mutaciones en los loci Dwarf (D) y Dumpy (Dpy) ocasionan 

deficiencia biosintética de BR (Bishop et al, 1999; Koka et al, 2000) mientras que 

mutaciones en el locus Curl3 afectan a la señalización de BR (Koka et al, 2000; Montoya 

et al, 2002). Además de la similitud entre muchos de nuestros mutantes de porte más 

compacto y los que aparecen en algunas publicaciones, otra de las evidencias que apuntan 

en la dirección de que algunos podrían estar afectados en los niveles de giberelinas o BR es 

la esterilidad exhibida por gran parte de ellos, una de las consecuencias de la deficiencia en 

giberelinas y BR.  

Siguiendo con mutantes que muestran alteraciones en la arquitectura, hemos 

identificado dos mutantes que exhibieron una exacerbada brotación axilar. Estos mutantes 

podrían estar ocasionados por alteraciones de naturaleza hormonal o por la modificación de 

la expresión de genes implicados en el desarrollo de meristemos axilares. En el caso del 

tomate, se conocen dos genes que, de forma directa o indirecta, están implicados en este 

proceso: LATERAL SUPRESSOR (LS) y BLIND (BL). Mientras que BL está relacionado 

con el desarrollo de los meristemos simpodiales y axilares (Rick and Butler, 1956; Schmitz 

et al, 2002), LS sólo está implicado en el desarrollo de los meristemos axilares (Malayer 

and Guard, 1964; Schumacher et al,, 1999). La clonación y caracterización funcional de LS 

reveló que este gen codifica para un factor de transcripción de la familia GRASS 

relacionado con la regulación negativa de la respuesta a giberelinas (Schumacher et al,, 

1999). En el caso de BL, se trata de un miembro de la clase R2R3 de los factores de 

transcripción MYB y está relacionado con la regulación de varios procesos biológicos 

(Schmitz et al, 2002).  

También hemos identificado 4 mutantes (3 de tipo dominante o semidominante y 1 

recesivo) que exhibieron senescencia prematura en las estructuras vegetativas. Que 

nosotros sepamos, no se han descrito mutantes de tomate con alteraciones en procesos de 
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senescencia. En Arabidopsis, sin embargo, sí que existen algunos mutantes de este tipo. 

Los procesos de senescencia asociados al mutante hypersenescence1 (hys1) están 

relacionados con desequilibrios en las rutas de señalización de azúcares (Yoshida et al, 

2002). Recientemente se ha visto que la expresión del gen AtNAP, un gen que codifica para 

un factor de transcripción de la familia NAC, está estrechamente relacionada con los 

procesos de senescencia de las hojas en roseta de Arabidopsis. En este sentido, la 

sobreexpresión inducible del gen ocasionó senescencia precoz (Guo and Gan, 2006). Los 

autores sugieren que genes homólogos en otras plantas podrían desempeñar funciones 

similares. También se ha podido comprobar que las proteínas kinasas, en concreto las 

kinasas tipo receptores asociadas a membranas (RLKs), están implicadas en procesos de 

senescencia (Hajouj et al, 2000; Li et al, 2006). 

Por otro lado, se sabe que entre los factores que inducen senescencia se encuentran 

los niveles endógenos de fitohormonas. El etileno y las citoquininas constituyen 

importantes reguladores del programa de senescencia. Las hojas senescentes exhiben 

incrementos considerables del nivel de etileno y disminuciones drásticas del contenido de 

citoquininas.  

De hecho, una de las vías para conseguir retrasar la senescencia consiste en reprimir 

la síntesis endógena de etileno (John et al, 1995; Bovy et al, 1999; Huang et al, 2007). Jing 

et al (2002) identificaron tres mutantes de Arabidopsis (old1, old2 y old3) que exhibían 

síntomas prematuros de senescencia foliar. Los autores demostraron que los tres genes 

estaban implicados en una ruta de regulación de genes asociados a senescencia (SAGs) 

bajo el control de etileno.  

Otra de las vías para paliar los síntomas de senescencia está relacionada con el 

incremento del nivel endógeno de citoquininas. La expresión ectópica de genes que 

codifican la síntesis de citoquininas ha permitido inhibir los síntomas de senescencia en 

diferentes especies (Smart et al, 1991; Gan and Amasino, 1995; Ori et al, 1999; McCabe et 

al, 2001; Chang et al, 2003; Robson et al, 2004; Luo et al, 2006). En relación con este 

tema, se ha demostrado que es necesario que se exprese una invertasa extracelular para que 

el proceso de inhibición de la senescencia mediado por citoquininas ocurra 

satisfactoriamente (Balibrea Lara et al, 2004).  

Si entramos en el apartado de caracteres reproductivos, conviene empezar 

comentando el elevado número de mutantes afectados en aspectos relacionados con el 
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desarrollo floral. En este sentido, se han identificado un elevado número de mutantes que 

muestran alteraciones en procesos tan diversos como el tiempo de floración, número flores 

por inflorescencia, arquitectura de la inflorescencia, morfología de la flor, tamaño de la flor 

y número de órganos por verticilo (ver tabla 1). 

En tomate se conocen varios genes que están implicados en el tiempo de floración. 

Según Kinet y Peet (1997), el tomate está considerada como una planta de día neutro y el 

tiempo de floración, entendido como el número de hojas desarrolladas hasta el inicio de la 

floración, no está afectado por el fotoperiodo. No obstante, el hecho de que los mutantes de 

tomate de floración tardía uniflora (uf) y compound inflorescence (s) muestren un fenotipo 

más exacerbado en cosechas de invierno (baja irradiación) sugiere que debe existir una ruta 

dependiente de condiciones medioambientales en la regulación de la transición floral 

(Dielen et al, 1998; Quinet et al, 2006b). De hecho, los resultados obtenidos por Quinet et 

al (2006a) parecen indicar que UF es un importante regulador de la floración en tomate. 

Aún así, se han identificado y caracterizado algunos genes como miembros de rutas 

autónomas que controlan la transición floral. En el segmento inicial, FALSIFLORA (FA) y 

SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) promueven la transición floral (Molinero-Rosales et al, 

1999; Molinero-Rosales et al, 2004; Lifschitz et al, 2006), mientras que SELF-PRUNING 

(SP) regula este proceso en los segmentos simpodiales (Pnueli et al, 1998). También se ha 

podido comprobar que la sobreexpresión del gen AP1 de Arabidopsis en plantas 

transgénicas de tomate ocasiona un adelanto de la floración sin que ello tenga efectos 

obvios sobre el desarrollo simpodial de la planta (Ellul et al, 2004). 

Adicionalmente, parece que JOINTLESS (J) y BLIND (BL) promueven floración 

autónoma en tomate a pesar de que las alteraciones más evidentes producidas por 

mutaciones en ambos genes afecten al desarrollo de la inflorescencia o a la zona de 

abscisión del fruto (Mao et al, 2000; Schmitz et al, 2002; Szymkowiak y Irish, 2006). 

Aunque tomate florezca de forma autónoma, las bajas temperaturas (10-15ºC) reducen el 

número de nudos hasta la primera inflorescencia. De forma similar, se ha observado una 

reducción significativa en el tiempo de floración en muchos cultivares mantenidos en 

condiciones de día corto (Samach y Lotan, 2007). Asimismo, una elevada irradiación 

acelera la floración, un fenómeno que se ha asociado con el desarrollo foliar y la mayor 

disponibilidad de asimilados en el meristemo (Kinet y Peet, 1997; Dielen et al, 2003). En 

la actualidad se sabe que las plantas perciben la luz a través de fotoreceptores, 

especialmente fitocromos (PHY) y criptocromos (CRY). Se ha podido comprobar que la 
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sobreexpresión o el silenciamiento del gen de tomate CRY2 no altera el tiempo de floración 

(a nivel espacial) pero las plantas transgénicas requieren más días para que la primera flor 

alcance el estadio de antesis (Giliberto et al, 2005). Además, se sabe que las giberelinas 

promueven floración en tomate ya que los mutantes deficientes en giberelinas requieren de 

su aplicación exógena para florecer (Koornneef et al, 1990). En este contexto, la mayor 

parte de los mutantes de fenotipo compacto de los que hablábamos en un párrafo anterior 

exhibieron un notable retraso de la floración. 

Muchos de los mutantes afectados en el tiempo de floración que nosotros hemos 

identificado podrían tener niveles de expresión alterados de los genes que, por lo que 

parece, influyen en este carácter. En relación con este tema, conviene indicar que, de forma 

similar a lo que observaron Menda et al (2004) en su colección de mutantes de EMS y 

neutrones rápidos, la mayor parte de los mutantes que nosotros hemos identificado 

exhibieron floración tardía (tanto a nivel espacial como a nivel temporal). 

Por lo que respecta a alteraciones en la inflorescencia, conviene indicar que la 

iniciación del desarrollo reproductivo vincula la conversión del meristemo apical en 

meristemo de inflorescencia, a partir del cual se desarrolla lateralmente el meristemo floral 

que da lugar a la primera flor. Los sucesivos meristemos florales se desarrollan por debajo 

alrededor de un eje principal. Las inflorescencias de tomate son determinadas y están 

compuestas por 5 a 10 flores (Allen y Sussex, 1996). El cultivar que nosotros hemos 

utilizado en este proyecto (p73) desarrolla de 6 a 8 flores por inflorescencia. Nosotros 

hemos detectado algunos mutantes con modificaciones en la arquitectura de la 

inflorescencia y/o en el número de flores por inflorescencia. 

Se sabe que la actividad del meristemo está afectada por los genes BL y UF. En el 

mutante bl la inflorescencia desarrolla un número reducido de flores mientras que en uf 

sólo se forma una flor (Rick and Butler, 1956; Fehleisen, 1967; Dielen et al, 1998; Schmitz 

et al, 2002). La inusual estructura reproductiva del mutante uf no se debe al aborto de las 

yemas florales sino a la incapacidad para producir una inflorescencia (Dielen et al, 2004).  
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Una de las características comunes que 

hemos encontrado en algunos de los mutantes 

afectados en el desarrollo de la inflorescencia es 

el crecimiento indeterminado de la misma. Por 

ejemplo, en los mutantes 282 ET73 y 740 ET73, 

el elevado número de flores por inflorescencias 

se debe, en parte, a la extrema bifurcación a 

partir de meristemos localizados en las regiones 

terminales y axilares de la inflorescencia. La 

inflorescencia de estos mutantes comparte 

estructuras de tipo vegetativo y reproductivo. 

Estos fenotipos son parcialmente similares a los 

que se han observado en otros mutantes 

previamente descritos. Por ejemplo, los mutantes 

jointless (j) y macrocalyx (mc) experimentan una 

reversión de meristemos de inflorescencia a 

meristemos vegetativos, lo que sugiere que el 

mantenimiento de la identidad del meristemo de 

inflorescencia requiere de la actividad de 

JOINTLESS y MACROCALYX (Rick y Sawant, 

1955; Rick y Butler, 1956; Vrebalov et al, 2002; 

Szymkowiak e Irish, 2006). Asimismo, Molinero-Rosales et al (2004) demostraron que 

SFT previene el cambio de identidad del meristemo de inflorescencia desde el momento en 

el que se inicia la floración. 

Por otro lado, mutaciones en los genes ANANTHA (AN) y COMPOUND 

INFLORESCENCE (S) modifican la identidad del meristemo floral dando lugar a 

inflorescencias más ramificadas y compuestas (Rick y Butler, 1956; Allen y Sussex, 1996). 

p73 

282 ET73 

740 ET73 
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Con relación a la flor, hemos identificado diferentes mutantes afectados en la 

morfología, tamaño de la flor y número de órganos florales. En el descriptor fenotípico de 

la morfología de la flor hemos incluido mutaciones que 

afectan a la identidad de los órganos florales o aquellos 

mutantes en los que se han observado conversiones 

homeóticas parciales o totales en alguno de los verticilos de 

la flor. Por ejemplo, la caracterización fenotípica del 

mutante frankenstein reveló que, entre otras alteraciones 

del desarrollo, se producía una conversión de sépalos en 

estructuras tipo hoja. Un análisis más detallado de la flor en 

diferentes estadios del desarrollo permitió que 

observáramos la conversión parcial en algunos de los 

verticilos (e.g. tejidos de pétalo en el estigma de la flor, o 

estambres que aparecen en las paredes del estilo). Estas 

alteraciones fenotípicas podrían estar ocasionadas por 

modificaciones en los niveles de expresión de los genes requeridos para el adecuado 

desarrollo de los cuatro verticilos florales. 

La caracterización de mutantes homeóticos o de plantas transgénicas con niveles 

alterados de genes homólogos de las clases A, B y C parece confirmar el modelo ABC de 

Arabidopsis (Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz et al, 1991). Por ejemplo, la mutación 

macrocalyx, que da lugar a una conversión homeótica de sépalos en estructuras tipo hoja 

(Rick y Butler, 1956), reside en el homólogo de función A de Arabidopsis AP1 (Verbalov 

et al, 2002). En algunos mutantes de clase B se ha observado la transformación parcial o 

total en el segundo y tercer verticilo. Por ejemplo, stamenless (sl) y su mutante alélico 

corollaless (cs) exhiben sépalos en vez de pétalos en el segundo verticilo y estambres 

reemplazados por carpelos en el tercer verticilo (Gómez et al, 1999). Mutaciones en SL 

afectan a un gen de clase B (el candidato es TM6) que es un homólogo de DEFICIENS 

(DEF) de Antirrhinum y APETALA3 (AP3) de Arabidopsis. Asimismo, se ha demostrado 

que TOMATO AGAMOUS1 (TAG1), ortólogo de del gen de clase C AGAMOUS1 de 

Arabidopsis, desempeña un papel clave en la especificación de la identidad del estambre y 

el carpelo (Pnueli et al, 1994a). Además, recientemente se ha demostrado que las funciones 

A, B y C requieren de la actividad de los genes SEPALLATA (SEP) de clase E para que se 

desarrollen adecuadamente los cuatro órganos florales. En tomate, se ha reportado que 

estambre 

frankenstein 

estilo 
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TM5 (Pnueli et al, 1994b) y TM29 (Ampomah -Dwamena et al, 2002) son genes tipo 

SEPALLATA. 

Por otro lado, existe una gama de genes cuya modificación podría alterar, ya sea de 

forma directa o indirecta, el tamaño y el número de órganos florales. En este sentido, se ha 

podido demostrar que la alteración de la expresión de los principales genes implicados en 

el mantenimiento del SAM1 (genes CLAVATA y WUSCHEL) puede alterar el tamaño y/o el 

número de órganos florales. Por ejemplo, la anulación de función de los genes de maíz 

thick tassel dwarf1 (ortólogo de CLAVATA1 de Arabidopsis) o fasciated ear2 (similar a 

CLAVATA3 de Arabidopsis) ocasiona un incremento en la densidad de espiguillas y un 

mayor número de estambres en las flores masculinas (Taguchi-Shiobara et al, 2001; 

Bommert et al, 2005). En arroz se han observado fenotipos similares en mutantes para 

ortólogos de los genes CLAVATA1 y CLAVATA3. Por ejemplo, la anulación de función de 

los genes FLORAL ORGAN NUMBER1 (ortólogo de CLAVATA1) o FLORAL ORGAN 

NUMBER4 (ortólogo de CLAVATA3) da lugar a un incremento del número de órganos 

florales (Suzaki et al, 2004).  

Se ha podido demostrar que el desarrollo de una flor como una estructura 

reproductiva determinada implica, a su vez, la determinación del meristemo floral (a este 

proceso se le denomina terminación floral). Por lo que se sabe en la actualidad, en 

Arabidopsis este proceso está controlado por tres genes (WUSCHEL, LEAFY y 

AGAMOUS) a través de una regulación negativa de retroalimentación. De manera 

resumida, WUSCHEL y LEAFY activan la expresión de AGAMOUS, y este último reprime 

la actividad de WUSCHEL cuando la flor ha completado la formación de los órganos 

florales (Lohmann et al, 2001). Recientemente se ha identificado el gen de tomate 

INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY (IMA), que codifica una proteína tipo mini zinc 

finger, que reprime la proliferación celular durante el proceso de terminación floral a través 

de la represión de WUSCHEL (Sicard et al, 2008). Lo que se ha podido ver es que cuando 

se sobreexpresa de manera ectópica IMA se producen diferentes alteraciones en el 

desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta (e.g. reducción del tamaño de la planta, 

distinto color y morfología de la hoja, así como flores y frutos pequeños). Los resultados 

más interesantes surgen de anulación de función, ya que las plantas transgénicas sin 

actividad IMA, en las que no se observan cambios importantes a nivel vegetativo, 
                                                 
1 Para que el SAM permanezca en un estado equilibrado, la ruta CLAVATA, que restringe la acumulación 
celular, tiene que ser compensada por un factor de transcripción que promueva producción celular 
(WUSCHEL). 
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desarrollan flores que exhiben en el cuarto verticilo floral hasta 9 ovarios fusionados 

(Sicard et al, 2008).  

Conviene indicar que aunque todavía no se ha conseguido clonar el ortólogo del gen 

WUSCHEL en tomate, ha sido cartografiado en el locus locule number localizado en el 

cromosoma 2 (Barrero et al, 2006). Locule number2 y fasciated2 (localizado en el 

cromosoma 11) son los loci que, por lo que parece, contribuyen de forma más significativa 

al incremento del número de lóculos en el fruto de tomate. FASCIATED, clonado 

recientemente, afecta al tamaño del meristemo floral controlando el número de carpelos a 

lo largo del desarrollo de la flor y el fruto (Cong et al, 2008). Según los autores del trabajo, 

el gen codifica para un factor de transcripción tipo YABBY, y el mayor número de lóculos 

en el mutante fasciated se debe a un cambio en la regulación del gen. Además del mayor 

número de lóculos, otro cambio característico del mutante fasciated es el mayor número de 

órganos florales (sépalos, pétalos y estambres). En este sentido, se han identificado 

diferentes QTLs que podrían controlar el número de órganos florales (Frary et al, 2004; 

Barrero y Tanksley, 2004; Barrero et al, 2006). A pesar de que uno de los loci más 

importantes que contribuyen al mayor número de sépalos, pétalos y estambre es, de nuevo, 

fasciated, existen otros QTLs que controlan el número de estos órganos florales. Según 

Barrero et al (2006), los candidatos de Arabidopsis que podrían ser los ortólogos 

funcionales de esos loci son CLAVATA1, CLAVATA3 y WIGGUM. En Arabidopsis, 

WIGGUM actúa en procesos relacionados con la regulación del tamaño del meristemo y 

número de órganos florales en una ruta independiente de la ruta CLAVATA. En efecto, los 

mutantes de anulación de función del gen WIGGUM de Arabidopsis producen un elevado 

número de sépalos y pétalos (Running et al, 1998).  

                                                 
2 Fasciated es el locus que contribuye de manera más significativa al incremento del número de lóculos en el 
fruto de tomate, mientras que locule number es el segundo en importancia en relación con este carácter. 
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Por lo que respecta a 

nuestro trabajo, en los mutantes 

en los que se han observado 

diferencias fenotípicas en 

relación con el tamaño y/o 

número de órganos florales es 

posible que se haya etiquetado 

alguno de los genes que regula 

este tipo de caracteres. A título de ejemplo, en el mutante 740 ET73 se detectaron 

diferencias fenotípicas (mayor tamaño de las flores, mayor número de órganos por verticilo 

y frutos con múltiples carpelos) que sugieren firmemente la alteración de la función de 

alguno (o algunos) de los genes anteriormente mencionados. 

En nuestra colección de líneas T-DNA se ha identificado un elevado número de 

mutantes infértiles o parcialmente infértiles (aquellos que exhibieron un escaso porcentaje 

de cuajado de fruto). En este contexto, conviene recordar el gran número de líneas T-DNA 

con la trampa de intensificadores en las que observamos expresión del delator en 

estambres. Según Ge et al (2008), la transformación genética de Arabidopsis con T-DNA 

generó un elevado número de fenotipos estériles (en TG1) con independencia de los 

transgenes incluidos en el vector. Según los autores, las plantas transgénicas que sufrían 

este tipo de problemas exhibieron un bloqueo o un retraso en el proceso de dehiscencia de 

la antera. Aunque sugirieron que el T-DNA podría estar afectando a genes implicados en 

este proceso, no aportaron datos que demostraran tal afirmación. Xing y Zachgo (2007) 

indicaron que un elevado número de líneas RNAi o de sobreexpresión exhibían fenotipos 

de subletalidad de polen (20 a 50% de polen no viable) con independencia del tipo de 

construcción usada. Los autores señalaron que una posible explicación radica en la 

disrupción de genes implicados en el desarrollo del polen por el T-DNA. Menda et al 

(2004) también observaron un porcentaje muy elevado de plantas que exhibían diferentes 

tipos de esterilidad en su colección de mutantes generados por EMS o neutrones rápidos. 

Asimismo, Miyao et al (2007) detectaron un elevado número de mutantes estériles o con 

baja fertilidad en la colección de mutantes de inserción de arroz generada mediante 

transposones. Estos resultados parecen indicar que no se trata de un fenómeno asociado a 

la integración del T-DNA per se, sino más bien a que deben existir muchos genes 

implicados en el carácter, lo que aumenta la probabilidad de detectar un mutante estéril. En 

740 ET73 

p73 

740 ET73 
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este sentido, se ha estimado que en torno a 3.500 genes se expresan en la antera (Scott et 

al, 2004). De hecho, en Arabidopsis se ha visto que el número de genes que pueden 

ocasionar esterilidad masculina como consecuencia de la alteración de sus niveles de 

expresión es muy elevado (e.g. Scott et al, 2004; Zhang et al, 2007; Wan et al, 2008). 

Además, alteraciones en los niveles endógenos de fitohormonas, por ejemplo giberelinas 

(Huang et al, 2003; Fei et al, 2004; Duca et al, 2008;), o genes que alteren procesos 

generales del desarrollo de la planta (Li et al, 2008) pueden conducir también a esterilidad 

masculina.  

En tomate, se han identificado más de 40 genes relacionados con esterilidad del 

polen (Georgiev, 1991) aunque, que nosotros sepamos, por el momento no se ha 

conseguido aislar ninguno de estos genes. Uno de los mejor caracterizados es ps-2, cuya 

mutación ocasiona esterilidad por la ausencia de dehiscencia en las anteras (Atanassova, 

1999). Experimentos recientes han permitido obtener un mapa de alta resolución del locus 

ps-2, localizado en el brazo corto del cromosoma 4, aunque por el momento el gen no ha 

sido clonado (Gorguet et al, 2006). Conviene indicar, en cualquier caso, que los fenómenos 

de esterilidad pueden deberse, igualmente, a alteraciones relacionadas con el desarrollo de 

los óvulos, ya que existe una amplia gama de genes implicados en el desarrollo del 

gametofito femenino (ver Skinner et al, 2004). El análisis más detallado de nuestros 

mutantes puede conducir en un futuro próximo al aislamiento de genes implicados en los 

procesos que rigen el control del dsarrollo de los órganos reproductores en tomate.  

Por lo que se refiere a los mutantes que exhiben 

alteraciones en caracteres de fruto, conviene resaltar 

los que están afectados en procesos relacionados con la 

partenocarpia, el tamaño o la morfología del fruto. Por 

lo que se refiere a la partenocarpia, uno de los 

mutantes más interesantes, pat76, además de 

desarrollar frutos sin semilla de morfología 

cordiforme, exhibe importantes alteraciones 

pleiotrópicas (e.g. hojas con menor patrón de disección 

foliar o flores con alteraciones en cada uno de sus 

verticilos).  

Este mutante muestra muchas similitudes con el mutante partenocárpico clásico de 

tomate pat (Soressi and Salamini, 1975). El mutante pat exhibe un desarrollo anormal de 

pat76 
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las flores, un crecimiento prematuro del ovario, un reducido número de óvulos viables y un 

incremento en el número de capas celulares en el pericarpio (Mazzucato et al, 1998). A 

pesar de que ya se dispone de una localización más o menos precisa del gen pat, éste aún 

no se ha clonado. Beraldi et al (2004) reportaron la localización del gen en el brazo largo 

del cromosoma 3. Se ha sugerido que la partenocarpia del mutante pat podría estar 

relacionada con un gen homeótico de acuerdo con las similitudes fenotípicas observadas 

con plantas que exhiben un reducido nivel de expresión de los genes MADS-box TM5 o 

TM29 (Mazzucato et al, 1998). Además, se han observado mayores niveles de expresión de 

TM4 (TDR4), un gen MADS-box de tomate homólogo de FUL, en ovarios de naturaleza 

partenocárpica cuando las plantas crecen a bajas temperaturas (Lozano et al, 1998). Sin 

embargo, por el momento no está claro si la partenocarpia está directamente regulada por 

proteínas tipo TM o por cambios hormonales que acontecen en los frutos que les permiten 

cuajar en ausencia de polinización (Lozano et al, en prensa).  

De hecho, se ha sugerido que la partenocarpia de tomate se debe a desajustes de tipo 

hormonal. En efecto, los primeros trabajos encaminados a lograr el desarrollo de frutos 

partenocárpicos en plantas transgénicas estaban relacionados con el incremento del nivel 

de auxinas en frutos (Rotino et al, 1997; Ficcadenti et al, 1999; Acciarri et al, 2002; 

Pandolfini et al, 2002; Carmi et al, 2003; Mezzetti et al, 2004; Rotino et al, 2005; Yin et 

al, 2006; Costantini et al, 2007). No obstante, y desde hace bastante tiempo, se sabe que 

las giberelinas constituyen el factor clave para el cuajado y desarrollo del fruto (García-

Martínez et al, 1991). El nexo de unión entre las auxinas y las giberelinas radica en la 

regulación biosintética de las giberelinas por auxinas (García-Martínez et al, 1997; Ross et 

al, 2000; Pandolfini et al, 2007). Martí et al (2007) comprobaron que el silenciamiento de 

DELLA (un represor de giberelinas) induce partenocarpia facultativa en tomate. Los 

autores vieron que en estas plantas el eje central de la inflorescencia era más largo y los 

frutos eran de menor calibre y de morfología más alargada que los del testigo. 

Recientemente, se ha demostrado que el mutante pat manifiesta mayores niveles de 

biosíntesis de giberelinas (Olimpieri et al, 2007). Olimpieri y colaboradores comprobaron 

que el gen GA20ox1 se expresaba de forma constitutiva en los ovarios no polinizados (a 

partir del estadio de antesis) y a lo largo del desarrollo del fruto del mutante pat. Parece 

razonable pensar, por tanto, que la elevada concentración de giberelinas en ovarios sea la 

causante del fenotipo de partenocarpia. Además, Olimpieri et al (2007) vieron que los 

niveles de expresión de genes tipo KNOX de tomate (LeT6 y LeT12), implicados también 
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en el control de la biosíntesis de giberelinas, eran menores. El fenotipo del mutante 

partenocárpico identificado en nuestro laboratorio (pat76) sugiere firmemente la expresión 

constitutiva de algún gen relacionado con la biosíntesis de giberelinas ya que, además de 

cuajar frutos de gran calibre completamente partenocárpicos y diferente morfología, las 

plantas desarrollaron hojas con un menor patrón de disección foliar, un fenotipo asociado a 

un mayor nivel de expresión de giberelinas en este tipo de estructuras vegetativas (Hay et 

al, 2002; Hay et al, 2004). Los análisis de expresión de los genes de tomate tipo KNOX 

indicarán, a buen seguro, patrones de expresión alterados en pat76.  

Por lo que respecta al tamaño del fruto, se han identificado algunos mutantes que 

desarrollan frutos de menor calibre que los de p73. Además, algunos de estos mutantes no 

exhibieron alteraciones en otros caracteres del desarrollo. En tomate, parece ser que 

mutaciones en seis loci (o QTLs) han sido esenciales en el cambio de fruto pequeño a fruto 

grande. De esos 6, se han identificado 4 QTLs relacionados con el tamaño de fruto: (fw1.1, 

fw2.2, fw3.1 y fw4.1). Hasta la fecha, fw2.2 es el único de esos loci que ha sido clonado y 

estudiado a nivel molecular. La clonación de fw2.2 ha permitido demostrar que este locus 

codifica para un represor negativo de la división celular, con actividad confinada en la fase 

de división celular del desarrollo del fruto. Conviene indicar que la mutación se encuentra 

localizada en la región de control del gen y no en la secuencia codificante. Por lo que 

respecta a nuestros mutantes, será interesante comprobar si en algún caso se ha etiquetado 

algún nuevo gen que contribuya al incremento del tamaño del fruto. 

Por lo que se refiere a la forma del fruto, algunos de los mutantes identificados 

exhibieron morfologías muy diferentes a la de los frutos de p73. El caso más extremo fue 

el del mutante 740 ET73, cuya alteración fenotípica podría estar ocasionada, como 

comentábamos en un párrafo anterior, a la alteración de la expresión de algún gen tipo 

WUSCHEL o CLAVATA. En el mutante pat76, la morfología cordiforme del fruto 

partenocárpico podría deberse a un mayor nivel de expresión de genes implicados en la 

síntesis de giberelinas. Los frutos que cuajaron en el mutante vitro-blooming, que exhibió 

abundante viviparidad en el raquis foliar, eran tipo “navel”, muy parecidos a los que se 

forman en el mutante clausa (Avivi et al, 2000), un mutante asociado a alteraciones en los 

niveles de expresión de genes tipo KNOX.  
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Por otro lado, la morfología de los frutos del 

mutante 630 ET73 recuerda a la de los ‘frutos 

cuadrados’ descritos por Tanksley (2004). El 

interés de conseguir este tipo de frutos no está 

basado en un folklore sino en el hecho de que la 

maquinaria agrícola que se desarrolló en la década 

de los 60 para la cosecha de tomates para 

procesado industrial estaba diseñada para tomates 

de este tipo. Según Tanksley (2004), el fenotipo de 

tomate de morfología cuadrada podría ser atribuido 

al locus fs8.1 que mapea como un simple locus en 

el cromosoma 8 cerca del centrómero. Además, 

este autor indica que los cambios en la morfología 

del fruto atribuibles a este gen se producen en estadios muy tempranos del desarrollo del 

fruto. De acuerdo con esto, nosotros hemos observado que los ovarios de nuestro mutante 

en estadio de antesis tenían una forma similar a la del fruto (ver figura 85, página 186). No 

se puede descartar, por tanto, la posibilidad de que en nuestro mutante se haya etiquetado 

el gen (o uno de los genes) responsable de la morfología ‘cuadrada’ del fruto.  

En nuestra colección de líneas T-

DNA hemos identificado también un 

mutante con fenotipo de letalidad a 

nivel de plántula al que hemos 

denominado seedling lethal (111 ET73). 

El mutante seedling lethal era capaz de 

germinar pero las plántulas colapsaban 

antes de que se llegaran a desarrollar 

hojas verdaderas. Aunque en la 

bibliografía no hemos encontrado 

ningún mutante de tomate con letalidad 

a nivel de plántula, el número de 

mutantes de este tipo en Arabidopsis es muy elevado. En este sentido, tras realizar un 

cribado de una colección de 8000 líneas T-DNA, Feldmann (1991) detectó que el mayor 

porcentaje de mutaciones estaba relacionado con fenotipos seedling lethal. Por su parte, 

seedling lethal 111 

Vitro blooming vs p73 

630 ET73 vs p73 
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Budziszewski et al (2001) identificaron más de 500 líneas seedling lethal a partir de una 

colección de 38.000 líneas de inserción con T-DNA y transposones. Los autores 

comprobaron que muchos de los mutantes estaban afectados en funciones cloroplásticas. 

Revisando la bibliografía hemos podido comprobar que los mutantes tipo seedling lethal 

pueden deberse a alteraciones en genes implicados en funciones muy diversas. En efecto, 

la ausencia de expresión de genes implicados en procesos relacionados con la 

reorganización del citoesqueleto (mutante spike1, Qiu et al, 2002), regulación hormonal 

(mutante short blue root, Subramanian et al, 2002; mutante cullin1, Moon et al, 2007), 

biosíntesis de carotenoides (mutante spc1-2, Dong et al, 2007) y metabolismo peroxisomal 

(mutante sugar-dependent2, Eastmond, 2007) conduce a un fenotipo seedling lethal. 

También se ha podido comprobar que la ausencia de expresión de genes que codifican para 

tiamina pirofosfatasa (Ajjawi et al, 2007), topoisomerasa (Takahashi et al, 2002) o acetil-

CoA carboxilasa 1 (Baud et al, 2004) ocasiona fenotipos seedling lethal. Asimismo, la 

anulación de función de genes que cumplen funciones diversas en cloroplastos da lugar a 

este tipo de letalidad (Kuroda and Maliga, 2003; Frick et al, 2003; Ihnatowicz et al, 2004; 

Del Bosco et al, 2004; Lezhneva et al, 2004; Pollmann et al, 2007; Ruppel and Hangarter, 

2007; Hu et al, 2008). Según Budziszewski et al (2001), los mutantes afectados en 

funciones cloroplásticas exhibían una pigmentación alterada. Nosotros hemos observado 

que las plántulas de nuestro mutante seedling lethal 111 exhiben una tonalidad verde más 

clara que las plantas de fenotipo silvestre, por lo que no se puede descartar la posibilidad 

de que la mutación se haya producido en un gen relacionado con funciones cloroplásticas. 

Por último, en algunos mutantes hemos detectado interacciones fenotipo-ambiente. 

En este sentido, pudimos observar que el fenotipo característico de algunos mutantes se 

veía más exacerbado en determinadas condiciones medioambientales. Miyao et al (2007) 

señalaron que algunos mutantes de arroz obtenidos con el retrotransposon Tos17 podían ser 

sensibles a condiciones medioambientales y, en estos casos, la expresión fenotípica del 

carácter en cuestión podía ser inestable. Siguiendo con esta línea de argumentación, 

Lozano et al (1998) demostraron que el desarrollo de flores y frutos puede verse 

seriamente afectado cuando las plantas se cultivan con bajas temperaturas. En concreto, los 

autores observaron transformaciones homeóticas que condujeron a una modificación de la 

identidad de estambres y carpelos. Lozano y colaboradores comprobaron que en 

condiciones de bajas temperaturas aumentaba el nivel de expresión de los genes tipo 

MADS-box TM4, TM5, TM6 y TAG1, y sugirieron que las anormalidades observadas en 
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las flores podrían deberse a los cambios de expresión de esos genes. Por tanto, y en lo que 

respecta a nuestros mutantes, diferentes condiciones medioambientales a lo largo del 

cultivo podrían alterar la expresión de los genes que interactúan con el gen etiquetado, 

afectando al nivel de expresión fenotípica del carácter. Como comentábamos en un párrafo 

anterior, los mutantes de tomate de floración tardía uniflora (uf) y compound inflorescence 

(s) parecen exhibir un fenotipo más exacerbado en cosechas de invierno (Dielen et al, 

1998; Quinet et al, 2006b). El análisis de la expresión de genes candidatos que podrían 

interactuar de forma coordinada con el gen etiquetado quizás nos ayude a esclarecer los 

fenotipos diferenciales que se han observado en algunos de nuestros mutantes cuando se 

cultivan en diferentes condiciones medioambientales. 

Como corolario, conviene indicar que esta Tesis Doctoral constituye una parte de un 

proyecto de investigación de mayor envergadura en el que se están utilizando dos 

herramientas genómicas, mutagénesis insercional y trapping, en tomate (cvs. p73 y 

Moneymaker) y una accesión de una especie silvestre relacionada (S. pennellii) que exhibe 

un alto grado de tolerancia a la salinidad y al estrés hídrico para identificar secuencias 

codificantes o elementos de regulación de genes implicados en procesos básicos del 

desarrollo vegetativo y reproductivo, así como en la tolerancia o susceptibilidad a estos dos 

tipos de estrés abiótico. La caracterización fenotípica que se ha realizado en el contexto de 

esta Tesis Doctoral nos ha permitido identificar un elevado número de mutantes afectados 

en diferentes aspectos del desarrollo en la colección de líneas T-DNA del cv. p73. En el 

laboratorio de los Dres. Lozano y Angosto han conseguido ya la secuenciación de las 

secuencias flanqueantes al T-DNA en algunos de los mutantes y actualmente estamos 

llevando a cabo el análisis funcional de alguno de los genes clonados. En definitiva, los 

resultados obtenidos parecen indicar que se ha abierto una vía para la identificación y el 

análisis funcional de genes implicados en una amplia gama de procesos del desarrollo de 

tomate. 
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CONCLUSIONES 

1. En el contexto de esta Tesis Doctoral se han generado más de 1200 líneas T-DNA 

diploides de tomate y se han obtenido sus correspondientes progenies TG2. En 

concreto, se han obtenido 262 líneas T-DNA empleando vectores convencionales 

(i.e., cuyo T-DNA porta un gen marcador y un gen delator) y 960 líneas con una 

trampa de intensificadores (vector pD991). Las líneas T-DNA obtenidas con 

vectores convencionales se han utilizado para la identificación de mutantes 

insercionales en TG1 (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o 

aditivos) o TG2 (mutaciones con efectos recesivos). En el caso de las líneas T-

DNA generadas con la trampa de intensificadores, además de llevar a cabo el 

fenotipado en TG1 o TG2 para la identificación de mutantes de inserción, también 

se ha realizado un análisis de la expresión del delator para detectar elementos de 

regulación de genes implicados en procesos del desarrollo. 

2. Los análisis de expresión del delator uidA (GUS) en diferentes tejidos vegetativos 

de plantas cultivadas in vitro indican que el mayor número de eventos de expresión 

GUS se produce tanto en el tallo como en la raíz, habiéndose detectado muchos 

menos eventos de expresión en limbo y peciolo de hoja. En conjunto, en torno al 

30% de las plantas evaluadas han mostrado expresión del delator en, al menos, uno 

de los tejidos analizados. 

3. Tras la evaluación de la expresión del delator en diferentes tejidos vegetativos de 

plantas cultivadas in vivo se ha observado que el porcentaje de plantas con 

actividad GUS en los diferentes tejidos analizados era similar a lo que ocurre in 

vitro. En conjunto, en torno al 25% de las plantas evaluadas han mostrado 

expresión del delator en, al menos, uno de los tejidos analizados. Se ha comprobado 

que la mayor parte de las plantas que expresaron el delator in vitro también lo 

hacían in vivo.  

4. Se ha realizado un estudio para identificar secuencias de regulación que promueven 

la activación o inactivación de genes en distintas fases del desarrollo de la hoja, 

habiéndose observado que el mayor número de eventos de expresión del delator se 

da en las hojas adultas y, en especial, en aquellas que están en fase de senescencia. 

En función de los resultados, es muy probable que se hayan etiquetado elementos 
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de regulación que promueven la activación o inactivación génica en tejidos adultos 

o en proceso de senescencia. 

5. Se ha evaluado la expresión del delator en tejidos reproductivos. Los resultados 

indican que el número de líneas T-DNA con expresión del delator en la flor es muy 

elevado (en torno al 45%), debido especialmente al elevado número de líneas en las 

que se ha detectado tinción GUS en estambres. De forma similar, el número de 

líneas con expresión del delator en el fruto es muy elevado (casi el 50%). Además, 

se han identificado genotipos que sólo expresan el delator en un determinado 

verticilo floral o en tejidos específicos del pistilo. Asimismo, se han identificado 

algunos genotipos en los que la expresión ocurre en zonas muy específicas del 

fruto. 

6. El análisis de los resultados obtenidos a nivel vegetativo y reproductivo nos ha 

permitido seleccionar una serie de líneas T-DNA sobre la base de la expresión 

específica del delator. En este contexto, se han identificado líneas que sólo 

expresan el delator en tallo (7), raquis (1), peciolo (1), limbo de hoja (1), pétalo (1), 

estambres (54), estigma (5), ovario (1), exocarpio de fruto (5), mesocarpio de fruto 

(2), mucílago de fruto (1) y embriones (23). Es probable, por tanto, que se hayan 

etiquetado distintos elementos de regulación que promueven expresión en órganos 

específicos de la planta. Además, se ha podido comprobar que en la mayor parte de 

los genotipos analizados el patrón de expresión del gen delator es el mismo en la 

TG1 y en las plantas TG2 que heredan el T-DNA en homocigosis o hemicigosis.  

7. La caracterización fenotípica en TG1 de las 1210 líneas T-DNA ha permitido 

identificar 256 mutantes con efectos de tipo dominante, semidominante o aditivo. 

En concreto, se han identificado 163 mutantes afectados en caracteres relacionados 

con el desarrollo vegetativo y 93 con alteraciones en caracteres de tipo 

reproductivo. Asimismo, la caracterización fenotípica de una muestra de progenies 

TG2, en concreto 37, ha permitido la identificación de 6 mutantes recesivos.  

8. Se ha observado que en torno al 50% de los mutantes identificados exhibe 

alteraciones en una amplia gama de caracteres relacionados con el desarrollo, es 

decir, muestra efectos pleiotrópicos. Se ha podido comprobar que las alteraciones 

fenotípicas más frecuentes están relacionadas con caracteres del desarrollo 

vegetativo, en concreto, alteraciones en el crecimiento de la planta o desarrollo de 
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la hoja. Por lo que respecta al desarrollo reproductivo, los cambios más frecuentes 

están relacionados con esterilidad o infertilidad.  

9. Se han detectado diversos mutantes que exhiben alteraciones en el desarrollo del 

fruto y algunos otros en los que el cuajado del fruto se produce en ausencia de 

polinización (partenocarpia). Previsiblemente, la clonación y análisis funcional de 

los genes etiquetados aportará una información muy valiosa en torno a los procesos 

que determinan el desarrollo del fruto y la partenocarpia, caracteres de gran 

importancia en la mejora vegetal. 
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