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RESUMEN

Los programas de gendomica funcional en especies de interés agronémico o especies silvestres
relacionadas no s6lo conduciran a importantes avances del conocimiento, sino también a un
salto cualitativo en el campo de la mejora. En particular, el empleo de herramientas
genOmicas ayudard a superar dos de los retos que todavia subsisten en el campo de la mejora
molecular (i.e., via transformacion): la identificacion de los genes que realmente controlan los
caracteres de interés agrondmico y la deteccion de sefiales de regulacion que permitan
modular la expresion de los transgenes a nivel espacial y temporal, evitando el coste
energético que genera el empleo de promotores constitutivos (e.g., 35S), asi como los efectos
pleiotropicos indeseables que usualmente ocasionan. Entre las vias para lograr tales objetivos,
destaca la mutagénesis insercional por T-DNA, que en los ultimos afios se ha convertido en
una herramienta basica para la identificacion y etiquetado de genes, asi como para el analisis
de su funcién. En efecto, la disrupcion de un gen enddgeno o la integracion del T-DNA en la
vecindad del mismo pueden ocasionar la anulacion o alteracion de funcidén, dando una valiosa
informacion sobre el papel de un cierto gen en un caracter dado. Otra aplicacién de la
mutagénesis insercional por T-DNA estriba en la deteccion de elementos de regulacion
mediante el empleo de los denominados “sistemas trampa” (trapping) que permiten detectar
secuencias reguladoras y asignar una funcién a partir de datos de expresion del delator que
mimetiza la expresion del gen endogeno. El aspecto més relevante de estas aproximaciones es
que, tras la identificacion de un cierto gen, éste queda etiquetado por el T-DNA, lo que facilita
su clonacion.

En nuestro laboratorio estamos abordando un proyecto en colaboracion con los grupos de los
Dres. Rafael Lozano y Trinidad Angosto (Universidad de Almeria) y de la Dra. M* Carmen
Bolarin (CEBAS, CSIC, Murcia) en el que estamos utilizando dos herramientas genémicas
(mutagénesis insercional y trapping) en tomate (cvs. P73 y Moneymaker) y una especie
silvestre relacionada (Solanum pennellii) para identificar secuencias codificantes o elementos
de regulacion de genes implicados en procesos del desarrollo vegetativo (arquitectura de la
planta) y reproductivo (flor y fruto), asi como en dos tipos de estrés abidtico (salinidad y

estrés hidrico).

La aportacion de esta Tesis Doctoral en este proyecto de investigacion ha sido la generacion
una coleccion de lineas de insercion por T-DNA en tomate y la identificacion de mutantes
afectados en caracteres relacionados con el desarrollo. En concreto, se han generado mas de
1200 lineas T-DNA y se han obtenido sus descendencias TG2. La caracterizacion de estas
lincas en TGl ha conducido a la deteccion de 255 mutantes (de tipo dominante,
semidominante o aditivo) afectados en caracteres vegetativos y/o reproductivos. Asimismo, se
ha caracterizado una pequefia muestra de progenies TG2 (en concreto 37) lo que ha permitido
la identificacion de 6 mutantes recesivos. Ademas, el empleo de una trampa de
intensificadores para generar las lineas de T-DNA ha permitido identificar un buen numero de
genotipos que pueden tener un notable interés por el patron de expresion que exhiben.



RESUM
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gen, este queda etiquetat pel T-DNA, la qual cosa facilita la seua clonacid.

En el nostre laboratori estem abordant un projecte en col-laboracié amb els grups dels Dres.
Rafael Saludable 1 Trinidad Angost (Universitat d'Almeria) i de la Dra. M* Carmen Bolarin
(CEBAS, CSIC, Murcia) en el que estem utilitzant dos ferramentes gendmiques (mutagénesis
insercional i trapping) en tomaca (cvs. P73 i Moneymaker) i una espécie silvestre relacionada
(Solanum pennellii) per a identificar seqiiencies codificantes o elements de regulaci6é de gens
implicats en processos del desenrotllament vegetatiu (arquitectura de la planta) i reproductiu

(flor 1 fruit), aixi com en dos tipus d'estrés abiotic (salinitat i estrés hidric).

L'aportacié d'aquesta Tesi Doctoral en este projecte d'investigacié ha sigut la generacié una
col-leccio de linies d'insercié per T-DNA en tomaca 1 la identificaci6 de mutants afectats en
caracters relacionats amb el desenrotllament. En concret, s'han generat més de 1200 linies T-
DNA i s'han obtingut les seues descendencies TG2. La caracteritzaci6 d'estes linies en TG1
ha conduit a la deteccio de 255 mutants (de tipus dominant, semidominant o additiu) afectats
en caracters vegetatius i/o reproductius. Aixi mateix, s'ha caracteritzat una xicoteta mostra de
progenies TG2 (en concret 37) el que ha permés la identificacid de 6 mutants recessius. A
més, 1"is d'una trampa d'intensificadors per a generar les linies de T-DNA ha permés
identificar un bon nombre de genotips que poden tindre un notable interés pel patrod
d'expressié 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 Almeria) and Dr. M * Carmen Bolarin (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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rroauccion

1. EL TOMATE
1.1. Origen, taxonomia, morfologia y valor dietético

El tomate (Solanum lycopersicum L.), universalmente considerado como horticola y
generalmente cultivada como anual aun tratdndose de una planta perenne (Rick, 1978), es

objeto de una amplia industria agricola.

Como suele suceder con las plantas cultivadas, los origenes y primeros pasos de su
domesticacion permanecen oscuros. Sin embargo, se puede tener una cierta seguridad
sobre tres aspectos. Primero, el centro de origen del género Solanum es la region andina
que se extiende desde el Sur de Colombia al Norte de Chile, pero parece que podria ser en
Meéxico donde se domesticd, quiza porque alli creceria y crece como mala hierba entre los
huertos y milpas. Segundo, el tomate alcanz6 un avanzado estado de domesticacion antes
de ser conocido en Europa. Grabados pertenecientes a los herbarios mas antiguos revelan
que los primeros tipos cultivados en Europa tenian frutos grandes. A mediados del siglo
XVI se consumian en México tomates de distintas formas y tamanos, ¢ incluso rojos y
amarillos, pero por entonces ya habian sido traidos a Europa y servian como alimento en
Espana e Italia. Tercero, el antecesor mas directo, el tomate-cereza silvestre (S.
lycopersicum variedad cerasiforme), es espontaneo en toda América tropical y subtropical

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

El tomate carecia de nombre nativo en la region andina, en tanto que se conocia en la
lengua nahua de México como fomatl, término que es sin duda el origen del nombre
moderno. Las primeras cronicas del Nuevo Mundo son desgraciadamente escasas en sus
referencias a los tomates. El cronista peruano Guaman Poma menciona el consumo
esporadico del fruto del tomate silvestre en el imperio inca, pero no hace mencién de frutos
de tipo grande. El nombre de mala peruviana, que se aplico al tomate tras su introduccion
en Italia, ha sido origen de confusion sobre la regiéon de domesticacion de dicha planta. La
primera mencioén 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
teoria de un origen mexicano, habida cuenta de que la ciudad de México se tomd en 1519,
que la conquista completa de Perti se fecha en 1531 y que se precisaria un cierto tiempo
para la introduccion, cultivo y valoracion de la cosecha en Europa. La edicion de 1554 del
herbario de Mattioli establece que ‘el tomate se come en Italia con aceite, sal y pimienta’.

La planta se llamo6 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 comun es una planta dicotiledonea que se encuadra en la familia de las
solanéaceas, que comprende la patata, el tabaco y la petunia, asi como la hierbamora,

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

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

En la primera clasificacion taxondémica, al tomate cultivado se le denominé Solanum
lycopersicon (Linnaeus, 1753). Por estar estrechamente relacionada con la belladonna y la
mandragora (plantas del género Solanum) fue considerada una planta venenosa. En 1754,
Miller hace una distincién 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 distingui6 inicialmente del género Solanum sobre la
base de caracteres diferenciales en hojas y anteras. Asi 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. Asi pues, algunos investigadores reconocian Lycopersicon
como un género distinto mientras que otros sugerian que éste debia estar unido al género
Solanum. Recientemente y basandose en datos morfologicos y moleculares, se ha
readoptado el nombre cientifico 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 articulo).

El tomate es una planta que puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o
erecta. Su sistema radicular estd compuesto por una raiz principal (corta y débil), raices

secundarias (numerosas y potentes) y raices adventicias. En el tallo principal, de un grosor
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de 2 a 4 cm, se desarrollan hojas, tallos secundarios (cuya ramificacion 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 mas sépalos. La
flor suele tener el mismo nimero de sépalos que de pétalos, estos ultimos 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 abscision, distinguible por un engrosamiento con un
pequefio surco originado por una reduccion del espesor del cortex. El fruto es una baya bi o

plurilocular que esta 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
vitaminicos, el alto consumo del tomate lo convierte en la principal fuente de vitaminas en
muchos paises. A titulo ilustrativo, la popularidad actual del tomate en los Estados Unidos
es dificil de explicar por puras razones nutritivas. El tomate no ocupa ningun lugar
destacado en cuanto a concentraciéon 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 contradiccion se explica por el volumen relativamente alto de tomates

consumidos.

Tabla 1. Composicion del tomate maduro

En 100 g de materia seca En 100 g de materia fresca

Glucosa 22 g | Vitamina A (B caroteno) 540-760 ng
Fructosa 25 g | Vitamina By (tiamina) 50-60 ug
Sacarosa 1 g | Vitamina B, (riboflavina) 20-50 pg
Proteinas 8¢g Vitamina Bj (4c. pantoténico) 50-750 pg
Pectinas 7 g | Vitamina Bg (complejo) 80-110 pg
Celulosa y hemicelulosa 10 g | Niacina 500-700 pg
Acido citrico 9g |Acido félico 6-20 pg
Acido malico 4 ¢ |Biotina 1-4 pg
Sales minerales (k, Ca, Mg, P) 8 g | Vitamina C 15-23 ug
Lipidos 2 g | Vitamina E (o tocoferol) 40-1200 pg
Otros 4¢

Fuente: Cuartero J. (2001)
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Por otro lado, el tomate ha venido despertando en los tltimos
afios un gran interés entre la comunidad cientifica por el efecto
beneficioso que parece tener sobre nuestro organismo. Son cada
vez mas 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 caracteristico color rojo
de los tomates) posee propiedades antioxidantes y actia
protegiendo a las células humanas del estrés oxidativo, uno de los
principales responsables de las enfermedades cardiovasculares,

cancer y envejecimiento. Cada vez existen mas estudios

epidemioldgicos que sugieren que el consumo de licopeno tiene un  Cientificos de la Universidad

Purdue y del Departamento de

o ) Agricultura de los Estados
notablemente la incidencia de las patologias cancerosas (sobre  ypidos (USDA) desarrollaron

efecto Dbeneficioso sobre la salud humana, reduciendo

todo, de pulmoén, prostata y tracto digestivo) y cardiovasculares. ~Un tomate que contiene fres
) ) ) ) ) o ) veces mas licopeno, un

También existen evidencias cientificas que indican que previene el aptoxidante que puede ayudar a

sindrome de degeneracién macular, principal causa de ceguera en ~ Prevenir  procesos de tipo

canceroso.

la gente mayor de 65 afios. En los ultimos afios se han publicado

diversos articulos cientificos en relacion con la eficacia del tomate en la prevencion del

cancer 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 aceptacion del tomate radica en la multitud de
tipos que la conjuncién del aspecto exterior (forma, tamafio y color) y las cualidades

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

En general, las caracteristicas mas 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 pais, tipo de poblacion, uso al que se destina, etc. Estas cambian también
segun 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 mayoria de

paises tropicales, donde los tomates se usan cocinados, se acepta una alta acidez.
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Welkiw Perfestion Timadn

Sweet 1{0

Figura 1. Grandes o pequefios, redondos o

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 quizds sea su enorme diversidad uno de los

mayores atractivos de esta especie.

Yellow Canary

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 recoleccion se realiza de forma
mecanica, por lo que el tomate nunca llega a alcanzar la calidad y presentacion que exigen
los mercados europeos. En Europa hay tendencias claramente definidas. En Portugal,
Espaiia, Italia y el sureste francés tienen mas éxito los tomates asurcados, aunque en los
ultimos afios comienzan a tener bastante aceptacion los tomates lisos. Los restantes paises

muestran una mayor preferencia hacia este ultimo tipo de tomate.

Los sistemas de clasificacion de acuerdo con el tamafo del fruto se adoptan sobre
todo en los paises desarrollados, donde generalmente son mas apreciados los tomates
grandes para ensalada. La forma es otra caracteristica que marca diferencias en cuanto a
preferencias, siendo los tomates redondos los de mayor demanda. Como siempre, hay
excepciones, asi por ejemplo las poblaciones rurales de paises como Filipinas y Ecuador
estdn mdas acostumbradas a consumir tomates achatados con formas irregulares. Las
preferencias por el color son extremadamente variables dependiendo de los paises, de la
estacion 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 pigmentacion. Este tipo de tomates también tienen una buena aceptacion en Brasil

y Colombia. En Europa y Norteamérica, por el contrario, son mas apreciados los tomates
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rojos. Por otra parte, se consideran mejores los tomates multiloculares con paredes gruesas
en comparacion con los que tienen poca carne en la zona central y cavidades mayores para
las semillas. Otras caracteristicas como la firmeza y pequefo tamafio de las cicatrices

hacen que el tomate sea mas atractivo para el consumidor.

En cuanto a las variedades, en las explotaciones comerciales se utilizan hibridos casi
exclusivamente. El mercado de los cultivares hibridos se caracteriza por su dinamismo y
por la rapida sustitucion de unos hibridos por otros. Las empresas de semillas tratan de
lanzar al mercado continuamente nuevos hibridos, quizds para dar idea de eficacia y
capacidad investigadora, aunque esos nuevos hibridos no superen a los que incluso ellas
mismas vendian. Actualmente hay en el mercado centenares de hibridos aunque su

duracién en el mercado serd, a buen seguro, corta en la mayoria de los casos.
1.3. Importancia economica y distribucion geografica

A nivel mundial, el tomate es la hortaliza de mayor difusion y valor econdémico. Su
demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccién y comercio. Segun
fuentes de la FAO, la superficie mundial del tomate (fresco y de transformacion) en 2007
fue de mas de 4 millones de has, con una produccion de 126,2 millones de toneladas y un

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

Espana ocupa el séptimo lugar del mundo en produccion, muy por debajo de China,
EEUU, Turquia, India, Egipto e Italia. En la UE, la produccion de tomate se reparte entre
Italia, primer pais de la UE en cuanto a produccion, seguido de Espafia, Grecia y Portugal

(tabla 3).

Los datos de produccion en Espana en los quince ultimos afios han experimentado un
incremento muy favorable: de una produccion de 2,4 millones de toneladas en una
superficie de 60.600 ha en 1985, se ha pasado a una produccion actual (2007) de 3,6
millones de toneladas en 55.600 hectareas. El sector productor de tomate se concentra
principalmente en las comunidades autonomas de Andalucia, Murcia, Canarias y

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

Paises Produccion (t) Superficie (ha) Rendimiento (Kg/ha)
Asia 67.798.472 2.827.803 23.975
- China 33.645.000 1.455.200 23.120
- Turquia 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
Africa 14.507.140 660.215 21.973
- Egipto 7.550.000 194.000 38.917
- Thnez 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. Produccion, superficie y rendimiento de los principales paises productores de
la Uni6n Europea en 2007 (Anuario FAO)

Paises Produccion (t) Superficie (ha) Rto. (Kg/ha)
Espafia 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 Espaia

En Espana, el tomate fresco para consumo directo es la principal hortaliza en
relacion con la exportacion. Es el pais que mas exporta entre los principales productores
mundiales (tabla 4). Asimismo, ocupa un primer lugar en el comercio de exportacion de los
paises de la UE. Tras la integracion de Espafia 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
integramente a su ordenamiento juridico en materias fiscales y sociales, aunque
continuamente surgen problemas emanados principalmente de los Acuerdos de Asociacion.
El tomate es uno de los productos de negociacion que siempre estd presente en los

acuerdos bilaterales o de asociacion. Desde 1991, afio en que desaparecieron los cupos y
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las restricciones a la exportacion 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 paises productores del mundo en 2005

(Anuario FAO)
Exportaciones Importaciones Saldo (E-I)
Paises Cantidad (t) Valor (1000%) Cantidad (t) Valor (10009) Valor (1000%)
Espaiia 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
Turquia 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, Espana lidera el comercio de la exportacion, que
en su mayor parte va dirigida al mercado de la Union Europea,
siendo Alemania, Paises Bajos, Reino Unido y Francia los

principales mercados comunitarios (tabla 5).

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

2003 2004 2005
Paises Cantidad (t) Cantidad (t) Cantidad (t)
Alemania 238.698 243.791 198.893
Francia 147.611 160.251 147.733
Paises 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 empez6 hace mas de 200 afios en
Europa. Hasta los afios 50, la mejora de tomate incluia el desarrollo de cultivares
multipropositos para hacer frente a varias necesidades. En los ultimos 40 afios, la meta
universal para la mejora de tomate tanto para consumo en fresco como procesado ha sido
el incremento de la produccion de fruto por unidad de 4rea. También se han contemplado
como objetivos principales la calidad externa o comercial (presentacion, aspecto, firmeza,
conservacion...), la extension y adaptacion de los ciclos a las necesidades y oportunidades
de los mercados, precocidad en la maduracion, capacidad para resistir temperaturas
adversas, resistencia a la quebrantadura inducida por la lluvia y la resistencia de las plantas
a fisiopatias y patdgenos. 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. Ultimamente se
observa una preferencia por estos valores gustativos

conservados en las variedades tradicionales y que

se han perdido, en mayor o menor medida, en

El propio mercado ha sido el que ha premiado
muchas de las variedades actuales. Esto esta  con su eleccion la calidad de las variedades

tradicionales, que se echa de menos en
llevando a plantear el sabor como un importante  muchos de los cultivares hibridos

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 especificos de interés para los cultivares de mercado en fresco incluyen
morfologia redondeada, firmeza, uniformidad de tamafio, forma y color, asi como aspectos
relacionados con la presentacion (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 separacion del fruto, de

crecimiento determinado, vigor medio, maduracién agrupada y buena cobertura del fruto
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para la cosecha mecanizada. La forma de los frutos suele ser globosa o prismatica para la
elaboracion de concentrados y triturados, y aperada para la elaboracion 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 hibridos frente a las variedades, debido mas a
la proteccion de facto que buscan los obtentores de semillas que a las ventajas que supone

la utilizacion de los mismos.
1.6. El tomate en el contexto de la investigacion cientifica

El tomate se ha convertido en un excelente modelo tanto para la investigacion basica
como para la investigacion aplicada de plantas como consecuencia de una combinacion de
razones cientificas y agrondmicas. La importancia del tomate como producto agricola ha
sido puesta de manifiesto no solo por las instituciones publicas sino también por el sector
privado, y mas concretamente por las empresas dedicadas a la mejora genética y
biotecnologia vegetal, que han decidido invertir sus recursos para llevar a cabo y apoyar
proyectos de investigacion orientada al estudio de distintos procesos. La experimentacion
cientifica se ve favorecida porque se trata de una planta autdogama diploide (2n = 24), con
un ciclo de vida corto, un elevado potencial reproductivo y de fécil polinizacion y
propagacion vegetativa. Ademas, su genoma es relativamente pequeiio (950 Mpb) y
existen numerosas fuentes genéticas y gendmicas disponibles: poblaciones cartografiadas,
marcadores de DNA (Tanksley et al, 1992), colecciones de ESTs (van der Hoeven et al,
2002), microarrays y bases de datos publicos (revisado por Yano et al, 2007) asi como
librerias de insertos gendémicos tipo YAC (Bonnema et al, 1996) y BAC (Hamilton et al,
1999; Budiman et a/, 2000). Asimismo, conviene indicar que en 2004 se inici6 el programa
de secuenciacion del genoma de tomate (al menos de las 220 Mpb de secuencias
eucromaticas, 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 mas efectivos modelos entre las especies

cultivadas.
2. LA GENETICA 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 transicion floral empieza cuando la tercera hoja estd completamente expandida. Al

10
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contrario de lo que ocurre en Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus, con un patron de
crecimiento monopodial, el tomate exhibe un héabito de crecimiento simpodial. Mientras
que en las especies que exhiben una arquitectura monopodial el meristemo apical del brote
(SAM) es indeterminado y los Organos 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 continuacion, se desarrolla un nuevo brote vegetativo del meristemo axilar méas
alto, es decir, un meristemo simpodial localizado en la axila de la hoja més 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 patron 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 ortélogo en el genoma de
tomate, el gen SELF-PRUNING (SP). Este gen controla la transiciéon del desarrollo
vegetativo a reproductivo en los meristemos de inflorescencia (Pnueli et al/, 1998). La
anulacion de funcion del gen SP no tiene efectos en la arquitectura del segmento inicial,
pero promueve una reduccion gradual del nimero 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 sobreexpresion de los genes SP o CEN en tomate
da lugar a un extension de la fase vegetativa en los brotes simpodiales (Pnueli et al, 1998).
CEN, TFLI1 y SP son miembros de una nueva familia de genes reguladores denominados
CETS, que codifican una familia de proteinas capaces de interactuar con una amplia

variedad de proteinas de sefializacion.

El desarrollo normal del meristemo simpodial requiere también la actuacion del gen
SINGLE FLOWERS TRUSS (SFT), cuya mutacion detiene el crecimiento de la yema
simpodial y permite que la planta continlie su crecimiento sobre la base de meristemos
vegetativos ectopicos que surgen de la inflorescencia (Kerr, 1982). La reduccion del nivel

de expresion de SP en el mutante single flower truss (sft) sugiere que SFT controla el
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desarrollo simpodial en funcion de su interaccion con SP, probablemente actuando
corriente arriba como regulador de SP en el meristemo simpodial (Molinero-Rosales et al,

2004).

La formacion de ramas laterales estd 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 estd implicado solamente en el
desarrollo de los meristemos axilares (Malayer and Guard, 1964; Schumacher et al, 1999).
Entre las anormalidades fenotipicas que exhibe el mutante lateral suppressor (ls), la mas
significativa es la ausencia de meristemos laterales en el segmento inicial. La clonacién y
caracterizacion de LS ha revelado que codifica para un factor de transcripcion de la familia
GRAS (Schumacher et al, 1999). Se ha comprobado que la expresion del gen ortélogo de
Arabidopsis LAS en el mutante de tomate /s restaura el fenotipo silvestre, lo que indica que
debe existir un mecanismo conservado que regula la iniciacion de los meristemos axilares
(Greb et al, 2003). El gen BL es un factor de transcripcion tipo MYB (clase R2R3)
implicado en la regulacion de varios procesos bioldgicos. El fenotipo del doble mutante /s
+ bl sugiere que BL y LS participan en diferentes rutas que promueven el desarrollo de

meristemos laterales (Schmitz et al, 2002).
2.2. Transicion a la floracion

En tomate, la transicion a la floracion implica que el meristemo apical desaparece
cuando se desarrolla la primera inflorescencia. Este proceso estd controlado por factores
ambientales y endogenos, siendo estos ultimos de naturaleza genética y hormonal. Se
considera que tomate es una planta de dia neutro ya que el tiempo de floracion, medido
como el nimero 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 autonoma que controla la transicion a la floracion.
En el segmento inicial, FALSIFLORA (FA) y SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) promueven
la transicion 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 floracion tardia
independientes de fotoperiodo y a alteraciones que afectan al desarrollo de la
inflorescencia. FA es ortdlogo de LEAFY (LFY) y FLORICAULA (FLO), dos genes de
identidad floral de Arabidopsis y Antirrhinum respectivamente, aunque, al igual que F4,

solo LFY controla la transicion floral (Molinero-Rosales, 1999).
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SFT es un ortologo del gen de Arabidopsis FLOWERING LOCUS (FT) y
desencadena sefiales que regulan la transicion a la floracion 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 transicion floral a través de una ruta independiente. De
hecho, se ha confirmado que la expresion de F4 no estd afectada por la mutacion sft
(Molinero-Rosales, 2004). En petunia, una simple mutacion en el gen PETUNIA
FLOWERING GENE (PFG), un gen MADS-box homologo al gen APETALA 1 (API) de
Arabidopsis, anula la transicion a la floracion (Immink et al, 1999). Curiosamente, la
sobreexpresion de AP/ en tomate ocasiona floracion 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 floracion (CO, FCA'y GAl, que
actian en la ruta metabolica de dia largo, autonoma o mediada por giberelinas,
respectivamente), para impedir la floracion (Reeves and Coupland, 2001). Los procesos de
domesticacion en petunia (una especie ornamental) y tomate (una especie de cosecha)
pueden haber llevado a una reduccion del nimero de genes necesarios para la floracion a
través de una eliminacion de genes redundantes para este cardcter. Alternativamente, las
interacciones génicas que controlan la transicion a la floracion pueden diferir entre

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

Los mutantes de floracion tardia uniflora (uf) y compound inflorescence (s) exhiben
mayor retraso de floracion en condiciones medioambientales de invierno (baja irradiacion
y escasa disponibilidad de asimilados en el meristemo apical). Esto implica que la
transicion a la floracion esta también regulada por una ruta dependiente de condiciones
medioambientales (Dielen et a/, 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 floracién a través de una ruta reguladora paralela (Lifschitz and Eshed, 2006). Aunque
aun no se conocen completamente las interacciones genéticas entre UF' y FA, la mutacion
uf tiene efectos epistaticos sobre otras muchas mutaciones que afectan a la floracion

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

La mutacién del gen SP produce un acortamiento progresivo de la transicion floral en
los segmentos simpodiales, pero no tiene consecuencias sobre el tiempo de floracion en el
segmento inicial (Pnueli et al, 1998). No obstante, el alelo sp es capaz de rescatar el
fenotipo de floracion en los dobles mutantes de ausencia de floracion sft + fa y sft + uf

(Lifschitz and Eshed, 2006), lo que indica que SP tiene que desempefiar un papel
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importante en la induccidon de la floracion. Adicionalmente, la mutacidén fa produce el
efecto inverso a la mutacion sp, es decir, ocasiona un incremento de los nudos vegetativos
en el primer segmento simpodial. Este hecho, unido a su patron de expresion, prueban su
implicacion en el desarrollo simpodial de tomate. Aunque la funciéon de SP parece ser
antagonista con la de F4, la transicion del desarrollo vegetativo a reproductivo depende de
un balance entre los niveles de transcripcion de SP y FA (Molinero-Rosales et al, 1999).
Asimismo, para que se produzca el proceso de transicion 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 floracion en el segmento inicial y los segmentos simpodiales (Lozano et a/, 2008).

Por otro lado, JOINTLESS (J) y BLIND (BL) promueven floraciéon auténoma en
tomate, aunque las alteraciones mas evidentes en los mutantes j y b/ afectan al desarrollo
de la inflorescencia. La caracterizacion 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 floracion en tomate es autonoma, ciertas sefiales medioambientales
pueden modificar esta caracteristica del desarrollo. Por ejemplo, las bajas temperaturas
(10-15°C) reducen el numero de nudos hasta la primera inflorescencia. Asimismo, se ha
observado que en condiciones de dia corto se produce una reduccion en el tiempo de
floracion (Samach and Lotan, 2007). Ademas, se ha observado un adelanto de la floracion
en condiciones de elevada irradiacion, 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 ef 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 sobreexpresion como el silenciamiento del
gen de tomate CRY2 incrementan el nimero de dias hasta que se desarrolla la primera flor
en antesis, sin que se vea alterado el tiempo de floracion. Jimenez-Gémez et al (2007),
mediante una aproximacion basada en el analisis de QTLs, comprobaron que el gen
PHY2B, asi como FALSIFLORA, co-localizan con un QTL con efectos mayores que es

responsable de la transicion floral en esta especie.

La floracion autobnoma en tomate estd también modulada por giberelinas, aunque el

papel que desempefian durante la transicion floral no se ha estudiado en profundidad. Las
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giberelinas (GAs) promueven floracion en tomate ya que los mutantes deficientes en GAs
requieren giberelinas exdgenas para florecer (Koornneef et al, 1990). Se ha comprobado
que en plantas con elevadas concentraciones de GAs se desarrollan mds hojas hasta la
floracion (Kinet and Peet, 1997). Ademds, experimentos realizados in vitro han
demostrado que el efecto estimulador de las citoquininas sobre la iniciacion floral puede
ser inhibido por giberelinas. Probablemente, las hormonas vegetales modulan la floracion
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 floracién tienen un fenotipo
de floracion tardia. De los 41 mutantes de tomate identificados en un cribado in silico, solo
cuatro exhibieron un fenotipo de floracion temprana (Menda et al, 2004). Esas
observaciones, junto con la influencia de las sefiales medioambientales en el tiempo de
floracion, sugieren que la seleccion de las combinaciones génicas favorables para floracion
ha desempefiado un papel crucial a lo largo del proceso de domesticacion del tomate,
conduciendo a floracidon temprana y asegurando produccion de fruto bajo condiciones

desfavorables (Lozano et al, 2008).
2.3. Desarrollo reproductivo

Las inflorescencias de tomate han sido descritas clasicamente como una cima,
aunque las evidencias disponibles permiten que se puedan considerar como racimos
(Quinet and Kinet, 2007). La iniciacion del desarrollo reproductivo vincula la conversion
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 produccion de una flor terminal. Tipicamente, la inflorescencia determinada

esta compuesta por 5-10 flores (Allen and Susseex, 1996).
2.3.1. Inflorescencia e iniciacion de la floracion

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 numero
reducido de flores en el mutante b/ o con una simple flor en el mutante uf (Rick and Butler,
1956; Fehleisen, 1967; Dielen et al, 1998; Schmitz et al, 2002). La insélita 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). Ademas, 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 interaccion epistatica de UF con

SFT,BLYy J.

Los fenotipo de los mutantes jointless (j) y macrocalyx (mc) exhiben una reversion
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 sff después del desarrollo de una o dos flores (figura 2). Después revierte a un
estado vegetativo y la posicion 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 floracién se ha iniciado (Molinero-Rosales et a/, 2004).

En resumen, los genes BL, J, SFT, MC y UF desempefan papeles importantes en el
mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia y se requieren para otros
procesos relacionados con la floracion, como por ejemplo la transicion a la floracion (BL,
SFT y UF), el crecimiento simpodial (J y SFT) y el desarrollo de los 6rganos 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 sustitucion de flores por brotes vegetativos secundarios (figura 2), tal y como
ocurre en los mutantes Ify de Arabidopsis y flo de Antirrhinum. El andlisis 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 ortélogo del gen LFY de Arabidopsis, y los anélisis efectuados han confirmado a
este gen como el principal responsable de la transicion de meristemo de inflorescencia a
meristemo floral en la especie modelo (Weigel et al, 1992; Blazquez and Weigel, 2000).
La alta similitud de secuencias entre F'4 y LFY ha hecho que se convierta en un plausible
candidato para andlisis 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
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errores en el desarrollo de los meristemos que emergen del meristemo de inflorescencia
para especificar identidad floral. El andlisis de dobles mutantes ha mostrado que 4 actia
corriente arriba de AN, confirmando la funcién que desempefia el gen FA en la

especificacion de la identidad floral.

—
— 3
—p0
O—
L, /" Ly Los
sp fa
L Lis Lis
Is bl uf
t Meristemo simpodial Inflorescencia vegetativa modificada
DI Segmento simpodial r Meristemo simpodial modificado
@) Flor OC  Flor modificada
0/ Hoja con meristemo axilar A Brote vegetativo

Figura 2. Representacion esquematica de la arquitectura vegetativa y las estructuras reproductivas del
tomate silvestre y algunos mutantes alterados en el proceso de transicion 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 sobreexpresion del gen
SP en los contextos genéticos del tomate silvestre y del mutante sp. Asimismo, la
sobreexpresion 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 contribucion del gen SP sobre el control de la identidad del meristemo
floral. Ademas, los dominios de expresion de SP coinciden con los de F4, siendo este, al

igual que AN, epistatico a SP (Pnueli et al, 1998; Molinero-Rosales et al, 1999). Por
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consiguiente, la regulaciéon negativa que existe entre LFY y TFLI en Arabidopsis no es
probable que ocurra entre F4 y SP en tomate. En tomate, lo més probable es que F4 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 6rganos florales

En el estado maduro, la flor simétrica y hermafrodita de tomate se compone de
cuatro verticilos. El primer verticilo estd compuesto por 5-6 sépalos, el segundo verticilo
esta compuesto por un niumero similar de pétalos, en el tercer verticilo hay 6 estambres que
forman un cono alrededor del estilo y el cuarto verticilo lo compone un niumero variable de

carpelos fusionados.

Los analisis genéticos en Arabidopsis y Antirrhinum han permitido proponer un
modelo con tres funciones génicas (A, B y C), cada una de las cuales esta codificada por
un numero reducido de genes que actua en solitario o a través de interacciones para
determinar identidad de 6rgano 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 homedticos en los 6rganos florales de dos
verticilos consecutivos. Muchos de los genes ABC pertenecen a la familia MADS-box que
codifica factores de transcripcion. Las proteinas MADS se unen al DNA en forma de
complejos multiméricos, controlando de esa forma el desarrollo de los 6rganos florales

(Robles and Pelaz, 2005).

La caracterizacion de mutaciones homeoticas y de plantas transgénicas de anulacion
de funcién o de sobreexpresion de genes homologos del tipo ABC ha confirmado este
modelo en tomate (tabla 7). MACROCALIX (MC) es un homologo de API de Arabidopsis,
un gen de clase A (Vrebalov et al, 2002). La expresion de MC se detecta en sépalos y el
silenciamiento de este gen en tomate provoca una conversion homeotica de sépalos a
estructuras tipo hoja (Rick and Butler, 1956). Tanto el fenotipo mutante como el patron de
expresion de MC son muy similares a los de SQUAMOSA (SQUA), el ortdlogo de API 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 (Gomez et al 1999). SL es un gen de clase B homologo a
DEFICIENS (DEF) en Antirrhinum y APETALA3 (AP3) en Arabidopsis, ambos

relacionados con el desarrollo de pétalos y estambres. Adicionalmente, entre los diversos
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genes MADS-box de tomate (TOMATO MADS BOX, abreviado como TM o TDR), TM6

también comparte homologia con AP3 (Gomez et al, 1999).

Hasta la fecha, no se han descrito mutantes que afecten a genes de clase C, es decir,
mutantes con cambios homeoticos en los 6rganos reproductivos. Sin embargo, se ha
clonado el gen AGAMOUSI de tomate (TAGI), un ortdlogo del gen AGAMOUS (AG) de
Arabidopsis. El fenotipo de las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan o
silencian el gen TAG/ corrobora el papel que desempeia este gen en la especificacion 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 6vulos,
se describieron por primera vez en petunia tras la caracterizacion molecular y funcional de
los genes FLORAL BINDING PROTEIN7 (FBP7)y FBPI1 (Angenent et al, 1995). El gen
de clase D de Arabidopsis es SEEDSTICK (STK) que, al igual que FBP7 y FBPII, se
expresa especificamente en ovulos (Pinyopich et al, 2003). Asimismo, se ha podido
comprobar que los genes de clase A, B y C requieren una funcion adicional para que se
produzca el adecuado desarrollo de los cuatro verticilos florales. Esa funcion la llevan a
cabo los genes SEPALLATA (SEP) de clase E. Sobre la base de sus patrones de expresion y
de sus fenotipos de anulacion de funcidon, 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 o6rgano floral parece depender de F4 ya que los
genes TM5, TM6 y TAGI no se expresan en el mutante fa (Kato et al/, 2005). Por tanto, FA
desempefia un importante papel en el control de la identidad del meristemo floral, pero

también promueve la induccion de genes de identidad de 6rgano floral.
2.3.3. Desarrollo del 6vulo y del carpelo

Teniendo en cuenta la importancia de los carpelos como 6rganos sexuales de la flor,
protegiendo los 6vulos y permitiendo la formacion de las semillas, se ha dedicado mucho
esfuerzo para identificar genes y proteinas implicados en la regulacion 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 6rganos 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). SHATTERPROOFI (SHPI), SHP2 y SEEDSTICK (STK) son los genes que parece
que actian en estas rutas. De hecho, AG actia de forma redundante con los genes SHP
promoviendo el desarrollo del carpelo. Por otra parte, AG, SHP y STK desempenan papeles
redundantes en la especificacion de la identidad del 6vulo (Liljegren et al/, 2000; Pinyopich
et al, 2003; Favaro et al, 2003). Aunque no se han observado interacciones proteina-
proteina entre los genes AG, STK y SHP, los tres interactian con SEP3, lo que sugiere que
las proteinas SEP median en la formaciéon de un complejo proteico implicado en
especificar identidad de oOvulo y de carpelo (Favaro et al, 2003). Mediante la
sobreexpresion y anulacion de funcion de los genes MADS-box FBP7 y FBPII, dos
ortélogos de STK en petunia, se han confirmado sus funciones especificas en dvulos y sus
interacciones con las proteinas tipo SEPALLATA, FBP2, FBPS5 y FBP9 (Angenent et al,
1995; Ferrario et al, 2003).

En el tomate, algunos homoélogos de los genes mencionados en el parrafo anterior
estan implicados en el desarrollo de los 6vulos y carpelos (tabla 7). En efecto, los genes
tipo SEPALLATA TM5 y TM29 (TAGL?2) regulan la identidad de los o6rganos florales y el
desarrollo del fruto (Pnueli et al, 1994b; Ampomah-Dwamena et a/, 2002). La anulacién
de funcion de esos genes SEP da lugar a alteraciones homeoticas 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 fertilizacion, la expresion de TM29 queda

confinada al ovario, especialmente en semillas en desarrollo y haces vasculares.

Como se ha comentado anteriormente, 74G1, el ortdlogo 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 ef al, 2003). Las
secuencias de nucledtidos de TAGLI y TAGLII comparten una elevada similitud con
SHPI (AGLI1) y STK (AGLI11I) respectivamente. Ademas, los patrones de expresion de
TAGLI y TAGLI1I son muy similares, y sus transcritos se detectan primordialmente en los
integumentos interiores del 6vulo y en las paredes del carpelo. Estos resultados sugieren
funciones solapadas de los dos genes en la especificacion de la identidad del 6vulo y en el
control del desarrollo del fruto, tal y como ocurre con sus homologos SHPI y STK en
Arabidopsis. Experimentos llevados a cabo en levadura han revelado la formacion de
dimeros entre TM29y TAGI, TAGLI y TAGLI1. Todos estos datos parecen indicar que las
proteinas codificadas por TM29, TAGI, TAGLI y TAGLII desempefian un papel
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importante en la regulacion de la expresion 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 funcion, asi como patrones de expresion e interacciones comparables, lo
que parece indicar que las rutas moleculares relacionadas con el desarrollo del fruto estan

muy conservadas (Lozano et al, 2008).

El desarrollo de una flor como una estructura verticilada y determinada implica que
la determinacion del meristemo floral podria ocurrir desde el momento en el que se ha
adquirido la identidad del carpelo. En Arabidopsis, este proceso estd regulado por
WUSCHEL (WUS) y SHOOTMERISTEMLESS (STM) operando en diferentes dominios
meristematicos. El cese de la actividad en el meristemo floral depende de un proceso de
retro-alimentacion en el que estan presentes los genes WUS, LFY y AG, de forma que los
dos primeros activan la expresion de AG, pero cuando se ha completado el desarrollo de
los 6rganos florales, AG reprime la actividad de WUS (Lohmann ef a/, 2001). En petunia,
la formacion de complejos multiméricos entre factores de transcripcion MADS-box de las
clases C, D y E podria ser la responsable de la represion de TERMINATOR, el gen
homologo a WUS en esta especie (Ferrario et al, 2006). Por lo que respecta a tomate, la
anulacion de funcion de TAG!I promueve indeterminacion de la flor y sustitucion de los
carpelos por estructuras florales ectopicas. Tales cambios homedticos confirman el papel

que desempefia TAG1 en la determinacioén del meristemo floral (Pnueli et al, 1994a).

Recientemente, mediante aproximaciones de mapeo y analisis 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 tamafio del
meristemo floral y alteraciones de su nivel de expresion promueven desarrollo de frutos
multiloculares de gran tamafio. En cualquier caso, son necesarios mas estudios sobre las
interacciones genéticas entre el homologo de WU en tomate y genes de identidad de
meristemo floral (e.g: FA y TAGI). Estas interacciones podrian proporcionar evidencias
sobre la conservacion de rutas genéticas que regulan la determinacion de los meristemos

florales en diferentes especies vegetales (Lozano et al, 2008).
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Tabla 7. Mutantes v genes de tomate implicados en el desarrollo de la flor

Mutante o gen Fenotipo Gen Referencia Ortoélogo de Arabidopsis
Clase A macrocalyx (mc) .m&um_o"w _.mamom; inflorescencia LeMADS-MC (MC) Rick and Sawant, 1955 APETALA]L
indeterminada Verbalov et al, 2002
Clase B stamenless (s) Conversion homedtica de sépalos y SL Nash et al, 1985 APETALA3
estambres en sépalos y carpelos Gomez et al, 1999
respectivamente
TAE El silenciamiento de TM6 altera el TAL6 De Martino et al, 2006 APETALA3-lilke
desarrollo de estambres
Clase C TAGI La anulacién de funcion de TAG1 TAGI Priueli et al, 1994° AGAMOUS
ocasiona transformaciones
homedticas de estambres y carpelos
Clase E TALS La anulacién de funcion altera la TAMS Pnueli et al, 1994b SEPALLATA3
diferenciacion de organos en los tres
verticilos internos
TAL29 La anulacién de funcidn de TM29 TAL29 Ampomah-Dwamena et al, 2002  SEPALIATA

afecta al mantenimiento de la
identidad del meristemo floral
(alteracion en los tres verticilos
internos)
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2.3.4. Desarrollo del fruto

Tras la fertilizacion de los 6vulos, los carpelos se transforman en un érgano complejo
que da lugar a un fruto maduro. El desarrollo del fruto asegura la dispersion de las semillas
y la posterior supervivencia de la planta. Dependiendo de los mecanismos que facilitan la
dispersion 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 fisico). Para ello, es necesario que previamente se establezca un programa
de senescencia que conduzca en ultima instancia a la dehiscencia del fruto. Sin embargo,
los frutos carnosos, y mas concretamente sus componentes comestibles, resultan atractivos
para animales, utilizdndolos como parte de su dieta. Esto facilita la dispersion de las
semillas sin ningln 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 estd relacionada con el
desarrollo del ovario y la decision 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 division celular y el fruto continua
creciendo a través de la expansion celular hasta que alcanza el tamafio final. Una vez que
el fruto estd completamente desarrollado y las semillas alcanzan la madurez, aumenta
significativamente la respiracion y la sintesis de etileno, lo que conduce a la maduracion.
Como consecuencia, se producen cambios bioquimicos y fisiolégicos que afectan al color,
textura, sabor, aroma y contenido nutricional. Posteriormente, tiene lugar un proceso de
reblandecimiento debido a la degradacion de paredes celulares en diferentes
compartimentos del fruto (Giovannoni, 2004). Por otra parte, el marcado incremento de la
respiracion y la elevada produccion de etileno, caracteristicas que ocurren usualmente en
combinacion desde el comienzo de la maduracion, son especificos de los frutos

climatéricos como el del tomate.

Teniendo en cuenta la importancia econdmica y nutricional de los frutos como
componentes esenciales de las dietas de humanos y animales, se estan realizando grandes
esfuerzos para mejorar la produccion 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

mas que significativas en el campo de la regulacion hormonal del crecimiento del ovario,
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la fisiologia de la maduracién y el control genético del tamafio 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

Segun Gillaspy et al (1993), la fertilizacion de los 6vulos desencadena que un ovario
se desarrolle en fruto porque la germinacion 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. Ademas, las auxinas y
el etileno controlan los estadios tempranos del desarrollo del fruto induciendo la expresion
de varias familias génicas (Balbi and Lomax, 2003). Sin embargo, el cuajado de un fruto
puede ocurrir en ausencia de fertilizacion, un evento fisioldgico al que se le denomina

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

Los primeros estudios fisiologicos sugerian 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 linea de argumentacion, cuando se altera de forma especifica la ruta de
sefalizacion de citoquininas o giberelinas en anteras o polen de plantas transgénicas de
maiz, tabaco y Arabidopsis se produce el aborto de estos organos (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 acido jasmoénico y el etileno estan implicados en la maduracion del polen,

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

Por otro lado, las giberelinas desempefan un papel clave durante el cuajado y
desarrollo del fruto de tomate. Segun Garcia-Martinez et al (1991), las giberelinas
producidas por las semillas en desarrollo promueven el desarrollo normal del fruto. De
acuerdo con esto, la aplicacion de giberelinas exdgenas podria reemplazar el efecto de las
giberelinas producidas por las semillas, dando lugar al cuajado y desarrollo de frutos
partenocarpicos. Las auxinas también estan implicadas en el desarrollo de frutos
partenocarpicos. De hecho, la actividad enzimatica relacionada con la biosintesis de
giberelinas esta regulada por auxinas, siendo éstas ademds necesarias para mantener un

nivel adecuado de giberelinas activas (Garcia-Martinez 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 expresion esta 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 fisiologicos que desencadenan el desarrollo partenocérpico del fruto
son hoy por hoy desconocidos. Sin embargo, la caracterizacion de mutantes
partenocarpicos 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 numero reducido de 6vulos viables
y un incremento del nimero de capas celulares en el pericarpio (Soressi and Salamini,
1975; Mazzucato et al, 1998). La mutacion recesiva pat-2 también induce partenocarpia
(Philouze and Maisonneuve, 1978; Nuez et al, 1986), y tiene efectos pleiotropicos sobre
otros caracteres (e.g.: reduccion del vigor de la planta, de la fructificacion y de la
produccion) 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 mas

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

Se ha sugerido que la mutacion pat podria estar relacionada con un gen que
desempefia funciones homeoticas atendiendo a las similitudes que comparte el fenotipo del
mutante con los observados en las plantas que exhiben menor nivel de expresion de los
genes MADS-box TM5 y TM29 (Mazzucato et al, 1998). No obstante, atin no esté claro si
la partenocarpia esta directamente regulada por proteinas TM o se debe a cambios de tipo
hormonal relacionados con el desarrollo anormal de los 6rganos reproductivos. Lozano et
al (1998) comprobaron que niveles permanentes de expresion del gen TM4 (TDR4), un gen
de tomate homdlogo a FUL, incrementan notablemente el crecimiento de frutos
partenocarpicos bajo condiciones de bajas temperaturas. De forma similar, en flores
tratadas con GAs, (que suelen dar lugar a frutos partenocarpicos) 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 expresion de genes MADS-box mediados por las
giberelinas podrian ser el origen de la partenocarpia en tomate, ya sea regulando el
desarrollo de los 6rganos reproductivos (estambres o carpelos) o a través de cambios en la

sefializacion o biosintesis de las GAs. Adicionalmente, las interacciones con PAT pueden

27



1riiroauccion

regular el desarrollo sincronico del polen y del ovario y, por tanto, la formacién del fruto.
Beraldi ef al (2004) han cartografiado recientemente el gen PAT, lo que podria conducir no
solo a su clonacion sino también al andlisis mas detallado de las interacciones genéticas

que regulan el desarrollo de los frutos partenocarpicos.

El incremento de los niveles biosintéticos de GAs observado en pat2 y pat3/pat4
podria ser el responsable del desarrollo de frutos de tipo partenocéarpico 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 partenocarpicos en pat-2 (Philouze, 1983), de lo que se
deduce que este proceso en el mutante pat? requiere de la actividad del gen LATERAL
SUPRESSOR. El resultado concuerda con la funcidon propuesta para LS como regulador de
la sensibilidad a GAs (Schumacher et al, 1999). Por tanto, los mecanismos que explican el
desarrollo partenocarpico en pat2 y pat3/pat4 podrian estar relacionados con cambios en la

regulacion de las GAs.

Considerados globalmente, estos resultados indican que la partenocarpia es un
proceso del desarrollo complejo que estd regulado por factores genéticos, ambientales y
hormonales. Su interés cientifico y genético podria promover esfuerzos adicionales con el
fin de elucidar las bases genéticas y moleculares de los mecanismos que desencadenan el

desarrollo de un fruto partenocarpico.
2.3.6. Regulacion genética de la maduracion del fruto

La maduracion en tomate se produce cuando el desarrollo del ovario ha finalizado y
las semillas son maduras. Estudios fisiologicos han determinado que el proceso de
maduracion se caracteriza por una elevada respiracion y por la sintesis autocatalitica de
etileno (Lelievre et al, 1997). La sintesis autocatalitica de etileno es el principal
determinante de los cambios fenotipicos que alteran el color, textura, aroma Yy
susceptibilidad a patdégenos en el fruto. Teniendo en cuenta la importancia del etileno en
este proceso, muchos de los trabajos de investigacion en este campo se han realizado con
genes implicados en la regulacion dependiente de etileno, principalmente los relacionados

con la biosintesis, percepcion y sefializacion de esta hormona (figuras 3 y 4).
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Por lo que respecta a la biosintesis, el etileno se sintetiza a partir de S-
adenosilmetionina (SAM). La etapa limitante de la ruta es la sintesis de acido-1-
aminociclopropano-carboxilico (ACC), catalizado por la ACC sintasa. La ultima etapa de
la via la cataliza una oxidasa (ACC oxidasa) que requiere oxigeno como sustrato. Las
primeras estrategias para tratar de retrasar la maduracion de los frutos han estado

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

SAM SAM
Ruta descarboxilasa hidrolasa .
biosintética. E——— SAM ——P MTA +homoserina
poliaminas
ACC

Ausencia it
: ‘ - sintasa
ACC sintasa
Gen ACC sintasa
antisentido

\ 4 ACC
deaminasa
ACC —— NH, + a-ketobutirato
Ausencia 1 ACC
ACC OXidasa Oxidasa
Gen ACC oxidasa
antisentido
v
Etileno

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

Por otro lado, ya se ha identificado la mayor parte de los componentes de la ruta de
percepcion y sefializacion del etileno en tomate (figura 4) sobre la base de los estudios

previos llevados a cabo en Arabidopsis.
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Figura 4. Percepcion del etileno y transduccion de sefiales en tomate (revisado por Cara
and Giovannoni, 2008). El etileno se une a la familia de receptores (representado en la
grafica como LeETRI, 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 (RANI — Hirayama et al, 1999). Las proteinas CTR1 de tomate
(LeCTRI1, LeCTR3 y LeCTR4) son reguladores negativos de la ruta. Tras la inactivacion
de las proteinas CTR1, se activa una cascada MAPK que activa la sefializacion por etileno
a través de LeEIN2 y proteinas tipo EIN3 (LeEILI-LeEIL4). Los factores de transcripcion
LeEIL activan un segundo grupo de factores de transcripcion (representado por LeERFI-
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 identificod a partir del mutante Never-ripe (Nr) de tomate. Se ha
podido comprobar que el gen NR (Le-ETR3) codifica una proteina homoéloga al receptor de
etileno de Arabidopsis ETRI (Wilkinson et al, 1995; Hackett et al, 2000). Asimismo, se ha
observado que la transformacion genética de tomate con la version mutada del gen ETR1

(etrl-1) de Arabidopsis da lugar a plantas que exhiben un retraso de la maduracion de los

30



rroauccion

frutos (Wilkinson et al, 1997). El resto de los receptores en tomate se han clonado por
homologia de secuencias con los genes ETRI 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 (proteinas
kinasas) de la respuesta a etileno codificada por los genes CTR. A diferencia de lo que
ocurre en Arabidopsis, con s6lo un gen CTR (CTRI), en tomate se han identificado tres
genes CTR: LeCTRI, LeCTR3 y LeCTR4 (Leclercq et al, 2002; Adams-Phillips et al,
2004). Corriente abajo, se encuentra la cascada de sefializacion del etileno iniciada por
LeEIN2. En Arabidopsis, la pérdida de funcion de EIN2 da lugar a insensibilidad a etileno,
indicando la importancia de este gen en la ruta de senalizacion del etileno (Chen and
Bleecker, 1995). En este sentido, Zhu et a/ (2006) demostraron que la anulacion de funcion
de LeEIN2 da lugar a ausencia de maduracion en tomate. Corriente abajo se encuentra una
familia de factores de transcripcion compuesta por 4 genes tipo EIN3 (Le-EILI-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 actian corriente arriba o en paralelo a la
ruta regulada por etileno y que intervienen de forma dramdtica en el proceso de
maduracion del fruto de tomate. Entre ellos, el gen TDR4 esta relacionado con el desarrollo
del fruto de tomate (Seymour et al, 2002; Busi et al, 2003) y codifica un factor de
transcripcion 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 6vulos y paredes del carpelo. Tras la fructificacion y a lo largo
de la fase de division celular, la expresion de TDR4 se observa en diferentes tejidos del
ovario. Aunque el nivel de expresion parece ser menor durante el desarrollo del fruto,
cuando se inicia la maduracion se detectan niveles elevados del mensajero de este gen.
Teniendo en cuenta los patrones de expresion y sobre la base de la homologia de
secuencias, Seymour et al (2002) propusieron que 7DR4 podria ser el ortdlogo de
FRUITFULL (FUL) de Arabidopsis. Sin embargo, la formacion de dimeros TDR4-TM29 y
TDR4-TAGI que describid Busi et al (2003) apoya la hipotesis que sugiere que este gen

participa como un factor de unién 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 continuacion del programa del desarrollo
floral. TM29, TAGLI y TAGLII 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

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

RIN, CNR

TDR4 Otros genes
MADS-box

Receptores independiente de etileno

del etileno

Transduccion de sefiales

Otros genes diana

MADURACION |«

Sintesis autocatalitica de etileno
Respiracion climatérica
Ruta regulatoria

Figura 5. Regulacion genética de la maduracion en tomate. Los factores de transcripcion
codificados por RIN y CNR estan implicados en el control de la maduracion mediado por
etileno, pero también participan en una ruta independiente de etileno. Presumiblemente, el
gen TDR4 también esta implicado en este mecanismo de control de la maduracion. Aln
quedan por descubrir otros reguladores y genes diana. Los receptores de etileno implicados
en la transduccion de sefial promueven una cascada de activacion génica que permite la
maduracion 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 aun analizadas, particularmente la existencia de interacciones genéticas de TDR4
con genes MADS-box implicados en la maduracion 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 caracterizacion de mutantes alterados en el proceso de maduracion
(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. Ademas, estos mutantes comparten
una serie de caracteristicas, como la ausencia de produccion de etileno y el incremento de
respiracion 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
maduracion en el fruto a través de una ruta reguladora que actia corriente arriba de la
biosintesis y sefializacion del etileno. Adicionalmente, los cambios de expresion de genes
regulados por etileno en los frutos de los mutantes rin, nor y Cnr (Giovannoni, 2007)
indicarian que RIN, NOR y CNR podrian participar también en una ruta independiente de
etileno (figura 5). RIN es un gen MADS-box de tipo SEP cuyo alelo mutante recesivo esta
causado por una delecion parcial que da lugar a un transcrito quimérico (Vrebalov et al,
2002). La mutaciéon Cnr promueve una alteracion dominante epigenética (epimutacion) en
el promotor de un gen SBP-box (Manning et a/, 2006), mientras que el gen NOR codifica

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

Las interacciones genéticas entre los reguladores de la maduracion y otros genes
relacionados con el desarrollo del fruto estan siendo elucidados, aunque las relaciones
jerarquicas entre las proteinas codificadas por estos genes son desconocidas. El nivel de
transcrito de 7DR4 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 reduccion
del nivel de expresion de TDR4. La pérdida de funcidon de TDR4 produce un pequefio
incremento de la firmeza de la pared celular en los frutos, lo que concuerda con el papel
que desempefia TDR4 en la regulacion de la estructura de la pared celular (Eriksson et al,
2004). Ademas, se ha podido comprobar que la inactivacion de 7DR4 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 podria ser uno de los candidatos
para regular el proceso de maduracion junto con RIN, NOR y CNR (Eriksson et al, 2004).
La formacion de dimeros entre 7DR4 y otras proteinas MADS-box (TM29 y TAGI)
detectados mediante analisis de doble hibrido en levadura podrian ser extendidos a RIN,
como un mecanismo hipotético de control de la maduracion similar al que opera para la

especificacion de la identidad de los 6rganos florales (Giovannoni, 2004). En este sentido,

33



1riiroauccion

se ha propuesto una interaccion entre las proteinas 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 expresion de RIN y NOR no se ve
afectada en los frutos del mutante Cnr, lo que sugiere que estan actuando en una ruta
separada de CNR o corriente arriba en la cascada de maduracion (Eriksson et al, 2004;

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

En las tltimas dos décadas se han conseguido notables avances en el campo de la
genética del desarrollo del tomate. La clonacion y andlisis funcional de genes de tomate
homoélogos a los de otras especies modelo (e.g.: Arabidopsis, Anthirrinum, Petunia) ha
revelado que muchos procesos del desarrollo estan controlados por genes y proteinas
altamente conservados entre especies. Sin embargo, las caracteristicas especificas del
tomate parecen requerir nuevas funciones génicas. En este sentido, muchos de los procesos
relacionados con el desarrollo atin son desconocidos en esta especie. Caracteres como la
arquitectura de planta, precocidad, androesterilidad, partenocarpia o la maduracion y
conservacion post-cosecha del fruto, tienen una gran importancia agrondmica y dependen
del establecimiento de patrones de desarrollo adecuados que, a su vez, estan finamente
regulados por distintos genes capaces de responder a sefiales enddgenas y otras de
naturaleza ambiental. Por esta razon, la identificacion y caracterizacion funcional de
nuevos genes implicados en los procesos del desarrollo suscita un enorme interés, tanto
desde un punto de vista cientifico como aplicado, ya que se podrian establecer las bases

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

Desde un punto de vista metodoldgico, la identificacion de nuevos genes se puede
abordar por diferentes vias, entre las cuales el andlisis genético y molecular de mutantes
constituye una de las mas exitosas. En el caso del tomate, la coleccion del ‘Tomato Genetic

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

mutantes espontaneos 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
rapidos (Verkerk, 1971; Emmanuel and Levy, 2002; Menda et al, 2004), EMS (Menda et
al, 2004; Watanabe et al, 2007) y radiacion gamma (Matsukura et al, 2007). No obstante,
teniendo en cuenta la escasez de informacidn genética disponible y el nivel incipiente de la
gendmica 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 mas prometedoras para la identificacion y caracterizacion funcional de los
genes que regulan dichos procesos (Emmanuel and Levy, 2002), tal y como esta
ocurriendo en Arabidopsis (Alonso and Ecker, 2006), arroz (Jung et al, 2008) o maiz

(Candela and Hake, 2008).
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3. LA MUTAGENESIS INSERCIONAL COMO HERRAMIENTA DE GENOMICA

FUNCIONAL

La mutagénesis insercional es una herramienta biotecnologica en la que se asocian el
analisis 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 (transposén o T-DNA) se puede utilizar como
‘agente mutagénico’ para la obtencion de lineas de pérdida o alteracion de funcion en
plantas. En efecto, la integracion del inserto en la vecindad de un gen endogeno o la

disrupcion del mismo pueden ocasionar la alteracion o anulacion de su funcion (figura 6).

Sec. de regulacion

— I T —

I Fenotipo en la descendencia

! ' v

e
2/4 1/4
e e
Mutacion insercional dominante, semidominante o aditiva

se 3 of

Mutacion insercional recesiva

Figura 6. Efecto mutagénico provocado por la integracion del T-DNA en un gen endogeno. A) La
integracion en la secuencia de regulacion puede alterar la expresion nativa del gen. Puede ocurrir que alguna
de las secuencias de regulacion del T-DNA controle la expresion del gen enddgeno. Si es asi, se pueden
generar mutantes de insercion con efectos de tipo dominante, semidominante o aditivo. Si no es asi, se
podrian generar mutantes de naturaleza recesiva como consecuencia de la inactivacion de la secuencia de
regulacion del gen endogeno. B) La integracion del T-DNA en la secuencia estructural del gen provoca la
disrupcion del mismo. En este caso, lo mas normal es que se generen mutantes de anulacion de funcién o
mutantes ‘knockout’ que tipicamente suelen ser recesivos.
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Un punto crucial en la estrategia de la mutacion insercional es el grado de saturacion,
es decir, la necesidad de obtener un elevado numero de lineas para que haya una cierta
probabilidad de que al menos haya una insercion en cada gen. Segun Bouchez y Hofte
(1998), en A. thaliana harian falta unos 120.000 insertos independientes para obtener un
nivel de saturacion 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
agrondmico, 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 agronomico.
3.1. Mutagénesis con transposones

Los transposones son elementos genéticos méviles que pueden moverse de un sitio a
otro a través del genoma. La utilizacion de transposones tiene la enorme ventaja de que se
pueden generar otras lineas a partir de las existentes por removilizacion del elemento
insertado a un lugar diferente con respecto a la localizacion que ocupaba el inserto original.
El cambio de posicién del elemento transponible puede provocar la disrupcion de un
determinado gen, generando un fenotipo mutante de pérdida de funcion. De igual manera,
si el elemento transponible estaba provocando la disrupcion de un determinado gen, al

cambiar de posicion se puede recuperar la funcion del mismo.

Mediante el uso de los elementos moviles 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). Mas tarde, se
pudieron observar resultados similares en petunia (Robbins ef al., 1994). En un trabajo mas
reciente, se utilizd el sistema heterdlogo Ac dotado de una transposasa para generar
mutaciones insercionales en arroz (Enoki ef al., 1999). También resulta interesante la
explotacion de los elementos Mu del maiz, que se caracterizan por la excepcional
frecuencia de induccion de mutaciones germinales asi como por la diversa naturaleza de
los mutantes aislados. Son particularmente interesantes los efectos de los elementos Mu-1
que muestran una capacidad de insercion preferencial en regiones ricas en citosina no
metilada, que coincide con la presencia de secuencias unicas, de bajo nimero de copias y
sobre todo codificantes (Bennetzen et al., 1993). Por esta razon, este sistema se ha
convertido en uno de los preferidos para la obtencion de mutantes insercionales de maiz

(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 Psso (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 organizacion del
tejido apical durante el desarrollo de los embriones asi como para el correcto patron de
divisiones celulares y mantenimiento del meristemo en la raiz (Keddie et al, 1998), y Cf-4,

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

Meissner et al (2000) reportaron la obtencion y el analisis de una coleccion de 2932
familias de tomate (Microtom) con el sistema Ac/Ds. En este trabajo, los autores
describieron la identificacion de 10 mutantes que exhibian un patrén de segregacion 3:1,
indicando que la mutacién estaba ocasionada por un simple alelo recesivo. No obstante,
Meissner et al (2000) senalaron que s6lo en uno de los mutantes se producia co-
segregacion entre elemento Ds y el fenotipo mutante. Los autores discuten que el bajo
nimero de mutantes insercionales identificados (1 a partir de 2932 familias) podria deberse
a la elevada actividad del elemento Ds, con frecuencias de escision del 60%. A partir de
esta coleccion, recientemente se clono el gen TAP3 (homologo del gen de Arabidopsis
AP3), un factor de transcripcion de la familia MADS-box requerido para la especificacion

de la identidad de pétalos y estambres.

Por otro lado, Gidoni et al (2003) han generado una coleccion de 405 lineas
transgénicas de tomate con la construccion multifuncional pJasm13, que contiene un T-
DNA vy el elemento transponible Ds (modificado). A partir de esta coleccion se ha clonado
el gen Tm-27, que confiere resistencia al virus del mosaico del tomate (Lanfermeijer et al,

2003).

Un aspecto negativo en relacion 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 maiz (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 comparacion con el
sistema de mutagénesis con transposones, el T-DNA tiene la enorme ventaja de que sus
inserciones son quimica y fisicamente 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 insercion del T-DNA. Segun Franzmann et al (1995), la distribucion del
T-DNA a lo largo del genoma es aleatoria (al menos hasta cierto punto), ya que no existen
puntos calientes o preferenciales de integracion. En arroz se ha podido demostrar que el T-
DNA es menos propenso a la integracion en puntos calientes si se compara con los
patrones de integracion de los transposones Tos!7 y Ds (Miyao et al, 2003, Kolesnik et al,
2004; Sallaud et al, 2004). Alonso et al (2003) indicaron que la integracién del T-DNA en
Arabidopsis no parece exhibir preferencia por ningin grupo funcional de genes. Segiin An
et al (2005), la integracion del T-DNA en arroz no parece estar ligada a ninguna clase de
genes; en cambio, ciertos transposones (e.g.: Tosl7) suelen tener preferencia por
determinadas clases de genes (e.g.: proteinas kinasas). No obstante, tal y como se sefial6 en
su dia (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 andlisis 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 analisis de las secuencias flanqueantes a 174 insertos
de T-DNA indicaron que en un 40% de los casos (69 insertos) la insercion ocurria en genes
que se transcriben (Gidoni et al, 2003). En relacion 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
seleccion de las lineas transgénicas, ya que normalmente se suelen seleccionar aquellas que
portan insertos funcionales. En este sentido, el propio sistema de seleccion (e.g.: resistencia
a un antibiotico) elimina todos aquellos eventos de integracién que no se expresan y que

podrian estar localizados en otros sitios muy diversos del genoma de la planta.

Conviene indicar que la mayor parte de estos analisis se han efectuado en la especie
modelo por excelencia (Arabidopsis), y por tanto los datos podrian 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 nimero de eventos de insercion suele
ocurrir cerca del codén de inicio ATG (An et al, 2003; Chen et al, 2003; Sallaud et al,
2004). En cualquier caso, los analisis que se estan efectuando en arroz estdn poniendo de
manifiesto las ventajas de emplear una estrategia basada en el empleo de T-DNAs que
habian sido observadas previamente en Arabidopsis. En este sentido, en ambas especies se
ha observado una amplia distribucion de los insertos a lo largo del genoma, bajas
frecuencias de integracion en regiones repetidas e integracion preferente en zonas ricas en

genes. Este tipo de ventajas convierten al T-DNA en un mutageno insercional idoneo.

Hoy en dia, existe un elevado niumero de lineas de T-DNA de Arabidopsis y arroz
(tabla 9) y, aunque en menor escala, la estrategia estd 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), alamo (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 describio en
Arabidopsis 'y permitid el aislamiento del gen Dwarf (Feldmann et al, 1989).
Posteriormente, se han descrito mutaciones insercionales por T-DNA relacionadas con
caracteres morfologicos (Feldman et al; 1989; Feldman, 1991; Chiang, 1995), tamafo 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 infeccion 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 numero de inserciones de T-DNA que han sido
secuenciadas se encuentran hoy en dia disponibles para su andlisis in silico (revisado por

Radhamony et al, 2005).
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Tabla 9. Colecciones de lineas T-DNA en Arabidopsis y arroz (revisado por Radhamony ef al, 2005 y
Hirochika et al, 2004)

DNA ha sido ANT1, que codifica para un factor de transcripcion tipo MYB que acttia en la

. . N N° de lineas
Especie Cultivar Grupo y/o Institucion T-DNA
. . . Scheible and Somerville
Arabidopsis Columbia (ABRC website) >145.600
. . . SALK
Arabidopsis Columbia 0 (Alonso et al, 2003) 145.589
. . . GABI - Kat
Arabidopsis Columbia 0 (Rosso et al, 2003) 59.455
. . . . Sussman and Amasino
Arabidopsis Ws2 (Wassil-evskija) (Sussman et al, 2000) 37.800
. . . LeClere and Bartel
Arabidopsis Columbia (LeClere and Bartel, 2001) 33.100
. . Bressan and Yokoi
Arabidopsis C24 (ABRC website) 27.330
. . . Weigel
Arabidopsis Columbia (Weigel et al, 2000) >20.000
. . . Jack
Arabidopsis Columbia (Campisi et al. 1999) 11.370
. . Haseloff
Arabidopsis C24 (Kiegle et al. 2000) 8.000
. . . .. INRA-Versailles
Arabidopsis Ws (Wassil-evskija) (Balzergue et al, 2001) 1.480
. . Syngenta
Arabidopsis C-24 (Sessions et al, 2002) 1.250
. . . .. Feldmann
Arabidopsis Ws (Wassil-evskija) (Azpiroz—Lechan and Feldmann, 1997) 4.900
Arroz Dongjin and Pohang University of Science and 100.000
Hwayoung Technology
Arroz Zhonghua Hua Zhong Agr. China 70.000
Arroz Tainung Institute of Botany, Academia Sinica, 60.000
Taiwan
Arroz Nipponbare CIRAD-INRA-IRD-CNRS Géno plante 46.000

Que nosotros sepamos, el tnico gen clonado en tomate mediante etiquetado por T-

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 fenotipicas observadas en las plantas transgénicas no siempre estdn
ocasionadas por la insercion del T-DNA. Los datos experimentales han permitido
comprobar que solo 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 lineas transgénicas de Arabidopsis con mutaciones
relacionadas con el desarrollo embriogénico, sélo en el 36% de los casos el gen marcador
co-segrego con el caracter (Meinke et al, 1994). La ausencia de co-segregacion entre el gen
marcador y el fenotipo mutante se ha observado también en mutantes de Arabidopsis con
alteraciones en la formacion de cera en la cuticula de la hoja (12 de 18 mutantes; McNevin
et al, 1993) o en la morfologia foliar (4 de 5 mutantes; Van Lijsebettens et al, 1991). Segun
Negruk et al (1996), la integracion del T-DNA puede producir un amplio espectro de las
mutaciones que se han descrito en genética cldsica, como por ejemplo mutaciones
puntuales o micro-deleciones. Asimismo, se ha podido demostrar que la insercion del T-
DNA genera distintos tipos de reordenaciones cromosOmicas, como por ejemplo
translocaciones y duplicaciones (Castle et al, 1993; Laufs et al, 1999; Tax and Vernon,
2001). Tales reordenaciones pueden estar provocadas por recombinacion entre repeticiones
de las regiones flanqueantes del T-DNA y regiones homologas del genoma de la planta
(Tax and Vernon 2001). Ademas, 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 reparacion del sitio inicial
en el que se habia integrado el T-DNA puede generar fragmentos duplicados en el DNA de
la planta que podrian ser metilados (Svitashev et al, 2002a; Forsbach et al, 2003).

Ademas, se ha podido demostrar la integracion 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 insercion
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 titulo de ejemplo,
Cluster et al (1996) comprobaron que las alteraciones en la coloracion de las flores de
plantas transgénicas de Petunia hybrida se debian a las secuencias del vector. Fu et al

(2000) sefialaron que la integracion de una secuencia de tan solo 9 pares de bases del
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vector puede ocasionar diversos tipos de inversiones y translocaciones cromosomicas. En
definitiva, la integracion de este tipo de secuencias o las reordenaciones y reparaciones
genéticas en plantas transgénicas podrian dar lugar a fenotipos mutantes que no estan
ocasionados, al menos de una forma directa, por el T-DNA, lo que explicaria, al menos en

parte, la falta de correlacion entre el fenotipo mutante y el conferido por el gen marcador.

En otros casos, las alteraciones fenotipicas pueden estar ocasionadas por la
activacion de transposones enddgenos (Hirochika et al, 1996), la variacion epigenética
debida a una alteracioén en el proceso de metilacion del DNA (Jain, 2001) o por otras
causas relacionadas con la variacién 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 disrupcion génica, tiene algunas limitaciones. En este
sentido, es dificil detectar un fenotipo mutante si se produce la disrupcion de un gen
redundante, ya que pueden haber dos o mas loci que desempeiien la misma funcion o
tengan funciones compartidas. Asimismo, es dificil identificar la funcién de genes que son
requeridos durante las primeras etapas del desarrollo gametofitico o embriogénico, es
decir, genes cuya disrupcion ocasiona letalidad. Por otro lado, puede ocurrir que un gen se
exprese en un pequeio conjunto de células o durante un periodo de tiempo corto y el efecto
que produce la pérdida de funcion no sea distinguible a nivel fenotipico. Adicionalmente,
en los casos en los que un gen cumple mas de una funcidén, a no ser que se tenga un
conocimiento suficiente de las caracteristicas del material vegetal y que el fenotipado se
realice de forma exhaustiva puede ser muy dificil llegar a inferir todas y cada una de las
funciones del gen. En este caso, lo mas normal es que sélo se llegue a identificar la funcién
mas importante, la mas temprana durante el desarrollo ontogénico o, simplemente, la mas
espectacular o facil de identificar a nivel fenotipico. Este tipo de problemas se podria, no

obstante, solventar mediante el uso de vectores modificados.
3.4. Mutagénesis con vectores modificados de T-DNA
3.4.1. Etiquetado mediante activacion transcripcional

La activacion transcripcional se ha postulado como una estrategia de mutagénesis
insercional que genera mutantes dominantes de ganancia de funcion. Tipicamente, se suele
utilizar un T-DNA (o un elemento transponible) que contiene multiples 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 integracion del grupo de intensificadores en la vecindad de
un gen enddgeno, suficientemente cerca como para ejercer su influencia, deberia aumentar

el nivel de expresion de ese gen (figura 7).

Gen marcador Intensificadores

Figura 7. Vector tipico de activacion transcripcional. En este caso, el vector contiene 4
intensificadores 35S. Provoca la activacion transcripcional de genes cercanos, por lo que en
principio deberia dar mutantes dominantes de ganancia de funcion.

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 funcion, se puede analizar la funcion de genes redundantes. Por ejemplo, el gen ETCI
se aisld a partir de un mutante de sobreexpresion de Arabidopsis que exhibia un menor
desarrollo de los tricomas y un desarrollo excesivo de raices aéreas (Kirik et a/, 2004). Sin
embargo, la anulaciéon de funcidon de este gen (mediante mutagénesis con T-DNA) no
generd fenotipo alguno. De hecho, se han identificado varios genes mediante esta
estrategia que no generan fenotipo en mutantes ‘knockout’ (YUCCA-Zhao et al, 2001;
DVLI-Wen et al, 2004; LEP y VAS-Van der Graaff et al, 2002; DSLI-Chalfun-Junior et al,
2005). Segiin 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 esta duplicado y en torno a 4000 genes estan repetidos en tandem
(Arabidopsis Genome Iniciative 2000). En arroz, dependiendo del cromosoma en cuestion,
entre el 15,4% y el 30,4% de genes estan duplicados (Goff ef al, 2002). Este problema es
mayor aun en especies poliploides (autoploides y aloploides). Por consiguiente, se ha
propuesto que, a la hora de identificar mutantes etiquetados, este tipo de aproximaciones
podria ser la mas conveniente para las especies poliploides. Por otro lado, la
sobreexpresion de un gen enddgeno puede generar un fenotipo de interés para la mejora de
ciertos caracteres. Conviene indicar que si la integracion provoca la disrupcion de un gen
endogeno, entonces lo que se generaria es un mutante de anulacion de funcién. Ademas, se

pueden utilizar promotores especificos de tejido o inducibles para generar un incremento
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de expresion de los genes etiquetados en los tejidos de interés o en un momento concreto

del ciclo de vida de la planta (Weigel et a/, 2000).

Por lo que respecta a la efectividad del sistema, Wilson et al (1996) identificaron 4
mutantes dominantes a partir de una coleccién de 1100 lineas transgénicas. Weigel et al
(2000), tras un analisis inicial de 49000 lineas que portaban diferentes vectores de
activacion transcripcional, confirmaron 34 mutantes dominantes. Los autores comprobaron
que la mayor parte de los genes sobreexpresados se encontraban localizados a continuacion
de los intensificadores. Marsh-Martinez et al (2002) analizaron 2900 lineas de insercion y
detectaron 31 mutantes dominantes. En arroz, Jeong et al (2002) generaron mas de 50000
lineas de etiquetado por activacion. El anélisis molecular de las regiones intergénicas en
lineas elegidas al azar determin6 que aproximadamente el 40% de las inserciones
incrementaban la expresion de genes enddgenos, lo que no implica que esto se traduzca
siempre en una alteracion fenotipica (Neff et al, 1999; Weigel et al 2000; Jeong et al,
2002).

La activacion 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), adlamo (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 sobreexpresion obtenidos mediante el sistema de

activacion transcripcional (Mori ef 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 dlamo y 1 de
tomate (revisado por Ayliffe and Pryor, 2007). Entre esos genes, son de particular interés
desde una perspectiva agrondémica los que incrementan la producciéon de metabolitos
secundarios (Borevitz et al, 2000; Mathews et al, 2003; Levy et al, 2005), alteran el tiempo
de floracion (Aukerman ans Sakai, 2003), promueven tolerancia a estrés hidrico (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 numero de los genes que se han
identificado codifican para factores de transcripcion (Ayliffe and Pryor, 2007). Esto quizas

se deba al hecho de que la sobreexpresion de un factor de transcripcion puede dar lugar a la
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sobreexpresion o represion de una amplia gama de genes regulados por ese factor de

transcripcion, traduciéndose en un fenotipo facilmente identificable.

Por lo que respecta al tomate, el Uinico trabajo publicado es el realizado por Mathews
et al (2003). Los autores generaron una coleccion de 10427 lineas transgénicas
independientes con una construccion de activacion transcripcional que portaba 4 copias del
intensificador 35S (CaMV) (Weigel et al, 2000). A partir de esa coleccion, identificaron
1338 lineas transgénicas (12,83%) con alteraciones fenotipicas relacionadas con el
desarrollo de la planta (tamafio de la planta, morfologia de hojas y frutos o color hojas y
frutos) en uno o mas caracteres. Asimismo, identificaron algunos mutantes de perdida de
funcion en la descendencia de algunas plantas que no exhibian alteraciones fenotipicas. De
resultas de este trabajo, los autores clonaron el gen ANTI, un factor de transcripcion de la

familia MYB que regula transcripcionalmente la biosintesis y el transporte de antocianinas.

A pesar de todo, este tipo de aproximaciones tropieza con algunas dificultades. La
mas importante es que puede no quedar claro si un fenotipo refleja la funcién real de un
gen o, por el contrario, la mutacion ha sido causada por interferencia con un proceso no
relacionado (Riechmann y Ratcliffe, 2000). Tales problemas pueden ser particularmente
corrientes con factores de transcripcion (Kubo et al., 1999; Weigel et al., 2000). Un
problema adicional de la estrategia de activacion transcripcional es que la sobreexpresion
de ciertos genes (e.g. ciclo celular) puede ocasionar enormes efectos pleiotropicos.
Alternativamente, no cabe descartar que la activacion transcripcional de un gen endégeno
se produzca cuando el vector se inserta a una distancia considerable del mismo; en este

caso, el gen no queda etiquetado y la clonacion del mismo puede resultar dificil.
3.4.2. Etiquetado mediante ‘trapping’

Mediante esta estrategia se intenta explotar la posibilidad de obtener informacién
sobre la funcion génica a partir de datos relacionados con la expresion. La técnica consiste
en introducir al azar en el genoma construcciones que portan, aparte del gen marcador, un
gen delator con un promotor minimo, sin promotor o unido a un sitio aceptor de splicing.
Por tanto, se trata de analizar las secuencias genomicas junto a las que se inserta la
construcciéon y las propiedades de expresion que confieren éstas al gen delator.
Evidentemente, tras la deteccion de secuencias reguladoras capaces de conferir al gen

delator un patrén de interés, el conocimiento de la secuencia de la construccion insertada
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permite clonar las secuencias genomicas en las que se ha insertado. La identificacion del

gen endogeno es alin mds sencilla si se conoce la secuencia completa del genoma.

El delator mas comunmente utilizado es el gen bacteriano uid4 que codifica para la
proteina GUS. EI unico problema que plantea es el precio relativamente alto del sustrato
que podria convertir en prohibitivo el andlisis de un elevado numero de plantas. Otra
alternativa es el uso de la proteina fluorescente verde — GF'P - (Haseloff ef al., 1997) o del
gen Lc de maiz (Goldsbrough et al., 1996). Sin embargo, por comparacion, la observacion
microscopica de la tincion GUS es tremendamente mdas sensible que la de otros genes
delatores (e.g.: GFP o Luc) ya que permite su deteccion en unas pocas células (Topping et
al., 1994; Sundaresan et al., 1995; Campisi et al., 1999; He et al., 2001). Segun Jefferson
et al (1987), la deteccion de actividad GUS es muy sensible pudiendo detectarse la

expresion en una Unica célula mediante técnicas histoquimicas.

Hay tres tipos de trampas génicas que usualmente se denominan como trampas de

intensificadores, promotores y genes (Springer, 2000).

TATA

E-2 E-3 IG—

- N
Enhancer Promotor enddgeno
I-1 1-2
b [ Delor | [

Figura 10. Esquema de las construcciones utilizadas para obtener colecciones de plantas con

trampas génicas. Las flechas indican los sitios de insercion en un hipotético gen endégeno
que darian lugar a la activacion del gen delator. A, trampa de intensificadores. B, trampa de
genes. C, trampa de promotores. TATA, promotor minimo (caja tata). SAS, sitios de
acepcion de ‘splicing’. E-1, E-2, E-3, Exones. I-1, -2, Intrones (Hueros y Jouve, 2002)

La trampa de intensificadores consiste en un T-DNA sencillo que, aparte del gen
marcador, contiene un promotor minimo (caja TATA + inicio de transcripcion) al que se

encuentra fusionada la region estructural del gen uidA justo al lado del borde derecho. El
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promotor minimo no es capaz de promover un nivel de transcripcion detectable, pero su
insercion en el area de actuacion de un determinado intensificador, y en la direccion
correcta, activa la expresion del delator, mimetizando el patron de expresion que dicho
intensificador confiere al gen endoégeno (figura 10A). Es decir, permite identificar y
analizar el patron de expresion de un gen (y por tanto llegar a una inferencia sobre su
funcién) analizando la expresion del delator. La trampa de promotores es idéntica a la
anterior, pero eliminando el promotor minimo. 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 region estructural del delator, de forma que sélo

funciona cuando el T-DNA se integra dentro de un intrén (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 4rea de actuacion
de un intensificador, el nimero 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 proporcion de insertos que desencadenan expresion 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
dificil determinar qué secuencia gendmica es responsable de tal patron de expresion. 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 exén o de un intron, respectivamente, el
numero de genes que van a detectarse es menor. La ventaja es que el gen queda
estrictamente etiquetado y que si se produce una fusion traduccional (producto del delator-
producto total o parcial del gen enddgeno) no sélo puede hacerse un anélisis funcional del
gen, sino que ademas pueden obtenerse datos de la localizacion intracelular del producto
del gen enddgeno. 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 intrén.

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 identificacién de genes: i) funcionalmente redundantes; ii) los

que se expresan en multiples estados de desarrollo y producen efectos pleiotropicos que
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generan confusion al llevar a cabo el fenotipado; iii) aquellos cuya disrupcion provoca
letalidad temprana; y iv) genes cuya disrupcion ocasiona un fenotipo tan sutil que a veces
no llega a detectarse en el fenotipado de las plantas (en este caso, la expresion del delator
da una pista para identificar el fenotipo durante la evaluacion). La identificacion del gen es,
ademas, independiente del nivel de expresion del mismo, evitando el peligro de descartar
genes de baja expresion 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 transcriptomico. Es, por tltimo, el método ideal para detectar genes que se activan o

inactivan en respuesta a un estimulo externo o situaciones de estrés abiotico.

Conviene sefialar que la probabilidad de que las trampas reflejen la expresion de un
gen endogeno proximo es muy alta (Bellen, 1999). Ademas, hasta la fecha, los genes
endogenos detectados con este sistema y que, con posterioridad, se han llegado a clonar
mimetizan el patrén de expresion que habia sido observado previamente con la trampa
(Grossniklaus et al., 1989; Springer et al., 1995; Gu et al., 1998; Campisi et al., 1999;
Swaminathan ef al., 2000).

El interés de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, ya que por un
lado generan mutaciones de insercion de T-DNA y por otro permiten estudiar el patron de
expresion del gen etiquetado. De esta forma, no sélo se pueden hacer inferencias en torno a
la funcién del gen etiquetado en un determinado mutante de insercion a través del
fenotipado en TGl o TG2, sino que también se puede obtener un panorama bastante
preciso en torno al patron de expresion espacio-temporal de dicho gen, ya que por el
peculiar disefio de las trampas la expresion del gen delator mimetiza la expresion del gen

endogeno 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 nimero de copias
insertadas en distintas regiones del genoma complica la identificacion de las secuencias de
interés y, en ciertos casos, la interpretacion de los patrones de expresion. Esto ha limitado
la utilizacion de los sistemas de transposicion al uso del sistema Ac/Ds debido al bajo

nimero de copias que integra en el genoma.
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Analisis preliminares de colecciones de plantas con sistemas de trampas génicas han
conducido a la identificacion de genes y secuencias reguladoras especificas, por ejemplo,
de raices laterales (Malamy and Benfey, 1997), embriones en desarrollo (Topping and
Lindsey, 1997), tejidos infectados por nematodos (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 identifico a través de trapping (Springer et al, 1995;
2000). La expresion del gen delator UidA en células en division ofrecid las primeras pistas
sobre la posible funcién de PRL (codifica una proteina de la familia MCM relacionada con
la iniciacion de la replicacion del DNA). De hecho, este gen habria sido dificilmente
identificado mediante métodos convencionales ya que su disrupcion, como pudo
comprobarse en plantas con la inserciéon del elemento transponible Ds en el gen, causa
letalidad en distintos estadios de desarrollo del embrién y megagametofito. Una vez
aislado el gen, su secuencia resultdé plenamente consistente con la funciéon que se la habia
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 clonacion de promotores
especificos 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 raices (Arabidopsis, Mollier et al, 2000; y
Lotus japonica, Webb et al, 2000), de tejidos en crecimiento y hojas jovenes (Arabidopsis,

De Greve et al, 2001) y de células meristematicas (Arabidopsis, Farrar et al, 2003).

En la actualidad, existe una amplia coleccion de lineas 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 alamo (Groover et al, 2004).

Conviene senalar que, aunque los genes y promotores identificados en estos analisis
no se hayan caracterizado en detalle, la informacion obtenida puede ser utilizada para el
estudio de patrones de desarrollo en los que es crucial disponer de marcadores especificos
de células y tejidos (Hueros y Jouve, 2000). Aunque ain queda mucho camino por
recorrer, los trabajos realizados hasta la fecha ilustran el potencial de esta tecnologia en

genomica funcional.
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I1. 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 horticola, caracteres como la arquitectura de la planta,
precocidad, androesterilidad, tamafio y forma del fruto, partenocarpia, maduracion y
conservacion post-cosecha del fruto, tienen una gran importancia agronomica y dependen
del establecimiento de patrones de desarrollo adecuados que, a su vez, estan finamente
regulados por distintos genes capaces de responder a sefiales endogenas y otras de

naturaleza ambiental.

Desde un punto de vista metodoldgico, el estudio de estos procesos se puede abordar por
diferentes vias, y en este sentido, el analisis genético y molecular de mutantes del
desarrollo es una de las aproximaciones mas exitosas a la hora de identificar la funcion de
los genes alterados. A pesar de que existe una gran coleccion de mutantes espontdneos

(http://tgrc.ucdavis.edu) o inducidos con EMS (Menda et al, 2004; Watanabe et al, 2007),

irradiacion gamma (Matsukura et al, 2007) y neutrones rapidos (Menda et al, 2004), la
clonacién de genes a partir de este tipo de mutantes implica el uso de una estrategia de
genes candidatos, no siempre faciles de identificar, o, alternativamente, de otra basada en
el mapeo posicional, que resulta técnicamente complicada, requiere mucho esfuerzo vy,

peor aun, un largo periodo de tiempo.

Por fortuna, actualmente hay una gama de herramientas genomicas que permiten la
identificacion y etiquetado de genes que actiian sobre determinados procesos. Entre ellas,
la mutagénesis insercional con T-DNA o transposones es, sin duda, una de las estrategias
mas prometedoras para la identificacion y caracterizacién funcional de los genes que
regulan dichos procesos (Emmanuel y Levy, 2002). Ademas, si en lugar de T-DNAs
convencionales se emplean trampas génicas (Springer, 2000) se pueden generar
mutaciones de insercion de T-DNA y al mismo tiempo estudiar el patron de expresion 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 colaboracion con los grupos de los Dres. Rafael Lozano y
Trinidad Angosto (Universidad de Almeria) y de la Dra. M* Carmen Bolarin (CEBAS,

CSIC, Murcia) en el que estamos utilizando dos herramientas gendémicas (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

regulacion de genes implicados en procesos del desarrollo vegetativo (arquitectura de la

planta) y reproductivo (flor y fruto), asi como en dos tipos de estrés abidtico (salinidad y

estrés hidrico).

En este contexto, los objetivos planteados para esta Tesis Doctoral han sido los siguientes:
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1. Obtencion de una coleccion de lineas T-DNA con vectores convencionales (nptl] —
delator) y con una trampa de intensificadores (vector pD991, que contiene un
promotor minimo fusionado a la region estructural del gen delator uid4) en el

cultivar de tomate p73 para la identificacion y etiquetado de mutantes insercionales.

2. Anélisis de la expresion del gen delator en lineas 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. Evaluacion de los transformantes primarios (TG1) para la identificacion de

mutaciones de tipo dominante, semidominante o aditivo.

4. Obtencion y evaluacion de la descendencia (TG2) para la identificacion de

mutaciones de naturaleza recesiva.
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1. MATERIAL VEGETAL

Como material vegetal de partida se ha empleado la linea de tomate p73. Se trata de
una linea de tomate para consumo fresco, de crecimiento indeterminado, cedida

amablemente por la Dra. M* José Diez.
2. TECNICAS BASICAS DE CULTIVO IN IVTRO

2. 1. Esterilizacion de semillas

Las plantulas axénicas se obtienen a partir de semillas que, previamente, han pasado
por un proceso de esterilizacion. Las semillas se esterilizan superficialmente por
inmersion, durante 30 minutos, en una solucion de lejia comercial diluida al 50% (5% de
hipoclorito de sodio) equivalente a 50 g de cloro activo por litro, a la cual se afiaden 2
gotas de detergente 7X-0-matic (Flow Laboratories) que ayuda a romper la tension
superficial de los tejidos, mejorando el contacto entre el tejido y el esterilizante. A
continuacion, se elimina la solucion desinfectante mediante tres lavados sucesivos (5, 10y

15 minutos, respectivamente) con agua destilada estéril.
2. 2. Obtencion de plantulas axénicas y extraccion de explantes de cotiledon

Tras la desinfeccion, las semillas se siembran en recipientes de vidrio (105 mm de
altura x 95 mm de diametro) que contienen 50 ml de medio de germinacion (MG). El
medio se gelifica con agar industrial (Pronadisa) al 0.9% (4.5 g/1). Los botes se tapan con
tapon de plastico translucido. La incubacion 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 pE/m%/s - suministrada por una fuente de luz fria y una temperatura de 26
+2° Cy 70% de HR durante el periodo oscuro-40% durante el periodo luminoso). A los 7-
10 dias del inicio de la germinacion se procede a la extraccion de los explantes de
cotiledon. Una vez separados los dos cotiledones de la plantula 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 cotiledén 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 diametro x 30 mm de altura) con 30 ml de medio de cultivo que se sellan

con parafilm. Las condiciones de incubacion son las descritas en el apartado 2. 2.
2. 4. Regeneracion de plantas a partir de explantes primarios
Induccion de organogénesis

El medio de cultivo empleado para la induccion de organogénesis en los explantes de
tomate es el IKZ 4.0/4.0/1.0. Esta combinaciéon de reguladores (4.0 mg/l de &cido
indolacético + 4.0 mg/l de quinetina + 1.0 mg/1 zeatina) en el medio de cultivo da lugar a la
formacion de callos que presentan zonas compactas de color verde en las que se
desarrollan yemas, yemas-apice y brotes. Los callos se subcultivan cada 21 dias para
favorecer el desarrollo de las estructuras organogénicas. Una vez formado el callo, se

elimina la zeatina del medio para favorecer la elongacion 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 4cido indolacético para favorecer la
emision de raices. Las primeras raices aparecen aproximadamente a los 7 dias de la
siembra. A los 30 dias 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 propagacion por via axilar. El tipo de bote que utilizamos
para el enraizamiento (150 mm de altura x 60 mm de diametro) favorece la elongacion de

entrenudos lo que facilita la posterior clonacion de la planta.
2. 5. Propagacion clonal de plantas

La propagacion clonal tiene por objeto la obtencioén de genotipos idénticos al original
a través de la multiplicacion 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 apices (ver apartado 4). Los recipientes empleados son botes de 60 mm

de diametro x 150 mm de altura.

3 DETERMINACION DEL NIVEL DE PLOIDIA EN LAS PLANTAS REGENERADAS

MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

El nivel de ploidia de las plantas se determina en fragmentos de hoja joven. El
analisis se realiza mediante la cuantificacion del contenido de ADN nuclear de las células

segun el método de Smulders et al. (1994). El tejido vegetal (un fragmento de cotiledon u
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hoja de aproximadamente 1 cm?) se trocea finamente con una cuchilla en una placa petri de
50 mm de didmetro. Se afiaden 2 gotas de tampon de extraccion de nucleos (Partec,
Miinster, Germany) y 800 pl de una soluciéon que contiene 1 mg/l de fluorocromo DAPI
(4,6-diamino-2phenyl-indole) (DAPI staining solution, Partec) cuya funcion es tefiir el
ADN. Tras resuspender la mezcla, se filtra a través de una malla de nylon de 50 um. La
suspension de nucleos se hace circular por el circuito de microtubos de un analizador de
ploidia (Partec PA-II Ploidy Analyser), equipado con una lampara de mercurio que emite
luz ultravioleta de 366 nm. La corriente de nucleos en suspension pasa por una camara de
cuarzo (conducto de 10 um que no permite el paso simultineo 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 ntcleo, que
es reconocida y captada por un fotorreceptor. El sistema informatico que lleva incorporado
el citobmetro convierte cada sefal fluorescente en un punto sobre la pantalla que se sitiia en
distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. El grafico resultante ordena los datos
segin el contenido nuclear de ADN en el eje de abscisas y contabiliza el nimero de

nucleos 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 0 100) de la escala de abscisas.
El patron de mixoploidia se determina segln el area relativa (en porcentaje) de los picos

correspondientes a las distintas poblaciones celulares (2C, 4C, 8C, etc.)
4. ACLIMATACION Y TRASPLANTE

A los 15-20 dias de la siembra en medio de enraizamiento, las plantas se encuentran
en el estadio adecuado para realizar la aclimatacion. Al extraer la planta del bote, se aplica
un lavado a la raiz para eliminar los restos de agar, procurando no dafarla. A continuacién
se trasplanta a una maceta que contiene fibra de coco estéril y se cubre con un vaso de

plastico.

La aclimatacion se realiza en el invernadero en las siguientes condiciones:

Fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad
Temperatura 24°C +£2°Cdia
20° C £ 2° C noche

Intensidad luminica 3550 luxes, suministrada por lamparas fluorescentes
de luz fria de 15 W.
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A los 7-10 dias, la planta se puede trasplantar con el cepellébn a una maceta que
contiene fibra de coco. El vaso de pléstico transparente se mantiene durante los primeros
10-15 dias de cultivo. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dandose por

concluida la etapa de aclimatacion.
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

concentracion de reguladores de crecimiento del medio.

Las primeras letras del medio refieren los reguladores empleados, en general una
auxina y una citoquinina: (I) = 4cido indolacético (IAA), K = quinetina (K), Z = Zeatina
(Z). A las letras le siguen una serie de digitos separados por una barra que indican la

concentracion del regulador en mg/1.

6. SOLUCIONES MINERALES, SOLUCIONES VITAMINICAS Y MEDIOS DE

CULTIVO

6.1. Solucion mineral MS de Murashige y Skoog (1962)

Macronutrientes (mg/1)
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,2H,0 440
KH,PO, 170

Micronutrientes (mg/1)

KI 0.83
H;BO; 6.20
MnSO,4H,0 223
ZHSO4'7H20 8.60
N32M004'2H20 0.25
CuSO45H,0 0.025
CoCl,-6H,0 0.025

FeNa-EDTA (mg/1)

FeSO,7H,0 27.8
Na, EDTA 37.3
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Vitaminas (mg/1)
Rivoﬂavinas 0.25
Acido nicotinico 2.5
Tiamina CIH 10
Piridoxina CIH 1
Acido félico 0.5
Biotina 0.05
D-Pantotenato calcico 0.5
Colina Clh 0.1
Glicina 0.5
L-Cisteina 1
Acido malico 10
Acido ascorbico 0.5

6.3. Medio de germinacion

MG (€4))
Solucién mineral MS
Sacarosa 10
Agar 8

6.4. Medio de induccion de organogénesis

IKZ (4.0/4.0/1.0) (g/)

Solucién mineral MS
Sacarosa 30
Myo-inositol 0,1
Tiamina-HCl 0.001
Vitaminas SH
TIAA 0.004
K 0.004
Z 0.001
Agar 8

6.5. Medio de enraizamiento

10.1 (g/)

Solucidon mineral MS

Sacarosa 20

Myo-inositol 0,1

Tiamina-HCl 0.001

TIAA 0,0001

Agar 8
Notas.-

El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de afadir el agente gelificante.

Los medios de cultivo se esterilizan por calor himedo en autoclave, a 115° C durante 30 minutos.

Las vitaminas se preparan en soluciones stock concentradas 100X, se almacenan a -20° C y se afiaden al medio antes de

ajustar el pH.
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7. TRANSFORMACION GENETICA VIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
7.1. Fuente de material vegetal

Como fuente de material vegetal se emplearon cotiledones procedentes de plantulas

de tomate de 7-10 dias germinadas in vitro de la linea p73.

7.2. Agrobacterium tumefaciens: cepa bacteriana, plasmido y genes incluidos en
el T-DNA

Para llevar a cabo la transformacion genética se ha utilizado la cepa desarmada de
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 con tres vectores. Dos de estos vectores, que hemos
denominado convencionales (plasmidos pBinl9sgfp, pBin19GUS), portan un gen
marcador (nptl]) 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 minimo (caja TATA + inicio de

transcripcion) al que se encuentra fusionada la region estructural del gen uidA (figura 1).

BarnHI (211)
EBarnHI (296]
Hbal 280)
Pstl (268)

Hindlll (25€)

Sacl (13 - 60 CaM¥ minimal promoter

ori ColE1
Hsil (24020

Rt. Border

EBalll (1395 GUS ORF Sacl(2554)

Kpnl (2543)

Ecntamgci n resistance

PIOT g

Clal (2062)
Clal(2212)

EcoRl (3562)

coR| (4542)

hol (5151

Hhol (10407)

Facl (3e45)
Eqlll (36290

Hhol (620Z)

EcoRl (3137
EcoR| (9285)

whol Fégs) Byl (78400

Figura 1. Esquema del vector pD991 cedido amablemente por el Dr. Tomas
Jack (Dpto. Ciencias Bioldgicas, Universidad de Dartmouth)
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7.3. Crecimiento bacteriano

Agrobacterium tumefaciens se cultiva a partir de un inéculo glicerinado (mantenido
en congelador a -80° C) en medio solido selectivo LB (Maniatis et al., 1982) suplementado
con 100 mg/l de kanamicina para comprobar la presencia del pldsmido binario en las
bacterias. Las colonias que crecen en este medio se utilizan de indculo para el cultivo en
medio liquido de la misma composicion que se realiza en matraces adecuados para el
cultivo de bacterias. Los matraces se tapan con algodon graso (o hidrofobico) para
favorecer la aireacion y se incuban en oscuridad a 28° C en agitador orbital a 230 r.p.m. En
todos los subcultivos, al ‘caldo nutritivo’ utilizado para el crecimiento bacteriano se le
afladen 100 mg/l de kanamicina, para evitar asi el crecimiento de bacterias que no

contengan el plasmido.
7.4. Preparacion del cultivo bacteriano para la transformacion

Las bacterias se cultivan en medio liquido LB suplementado con 200 uM de
acetosyringona en agitador orbital a 230 r.p.m., en condiciones de oscuridad, hasta
alcanzar la densidad Optica deseada para realizar la transformacion. La inoculacion de los
explantes se realiza ajustando el cultivo bacteriano a una densidad optica de 0.1. La

densidad optica se mide en espectofotometro a una longitud de onda de 600 nm.

7.5. Método de transformacion: seleccion y regeneracion de plantas

transgénicas

Los explantes de cotiledén de plantulas axénicas de 12 dias 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 28°C. A las 48 horas, los explantes se sumergen durante 10
minutos en el cultivo de Agrobacterium tumefaciens. Tras la inoculacion, los explantes se
secan sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de bacterias y, a continuacion, 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 afiade acetosyringona (3’5’-dimethoxy-4’-
hydroxyacetophenone) esterilizada por microfiltracion (Millipore 0,45 pm) a una
concentracion final de 200 pM. 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 28° C, periodo durante el cual se va a producir la transferencia del T-DNA.
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Para la eliminacién de la bacteria los explantes se tratan durante 10-12 minutos con una
solucion 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 dias en la cdmara 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 cdmara bajo condiciones estandar de incubacion.

Se precisan varias transferencias al mismo medio selectivo para conseguir el
desarrollo de apices individualizables. Estas transferencias se realizan cada 2-3 semanas. A
los 4-5 subcultivos en medio selectivo conviene eliminar la zeatina para favorecer la
elongacion de los brotes, que ulteriormente se separan y siembran en medio de
enraizamiento. Los brotes enraizados se multiplican por via axilar (ver apartado 2.5.), con
el fin de disponer de varias copias del mismo genotipo. Durante la etapa de propagacion
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 informacioén muy fiable

sobre la expresion del gen marcador seleccionable npt II en la planta.

La determinacion del nivel de ploidia en las plantas transgénicas, la aclimatacion y el

trasplante se realizan tal y como se indica en los apartados 2.6.y 2. 7.

7.6. Medios de cultivo especificos para la transformacion

Medio LB (Luria-Bertani) (g/h)
Bactotriptona 10
Bacto yeast extract 5
NaCl 10

Medio de lavado MB2 (g

Solucién mineral MS
Sacarosa 20
Tiamina. HCL 0.001
Myo-inositol 0.1
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Medios de cultivo estandar utilizados en la transformacion genética
Antibiotico (mg/1)

Etapa del proceso Medio de cultivo Kanamicina _ Cefotaxima
Precultivo 1K (4.0/4.0)
Cocultivo IK (4.0/4.0)*
Lavado MB2

Cultivo no selectivo IK (4.0/4.0) 500

Cultivo selectivo IKZ (4.0/4.0/1.0) 100 400

Enraizamiento 1(0.1) 300

Test de enraizamiento 1(0.1) 100

Notas.-
* En la etapa de cocultivo el medio IK se suplementa con 200 uM de acetosyringona.

Los antibioticos, al igual que la zeatina, inestables al calor, se esterilizan por microfiltracion (Millipore 0.45
pum) y se afladen a los medios de cultivo en condiciones de esterilidad.

7.7. Evaluacion del nivel de resistencia a la kanamicina en transformantes

primarios

El gen bacteriano nptll de Escherichia coli codifica el enzima neomicina
fosfotransferasa que inactiva por fosforilacion antibidticos aminoglicosidos como
kanamicina, neomicina y geneticina. La expresion de este gen confiere resistencia a estos
antibidticos que son toxicos para las células de las plantas y, al transferirse con el gen

deseado, ofrece un eficaz método de seleccion del material vegetal transformado.

La evaluacion del grado de inhibicion del enraizamiento de los brotes transgénicos se
P .y, -1 .. . . .
realiz6 a una concentracion de 100 mg.l” de kanamicina en el medio de enraizamiento

AIA 0,1 (medio basal enriquecido con 0,1 mg.I" de 4cido indolacético).
7.8. Analisis de la expresion del gen delator UidA

El ensayo histoquimico con X-Gluc (Jefferson et al., 1987) se realizo en plantas que
habian sido capaces de crecer en el medio de enraizamiento selectivo. Para ello, la seccion
de cada explante se incub6 durante 24 horas a 37°C en solucion tamponada con X-Gluc. La

clorofila de los explantes se elimind posteriormente con etanol (70%).

8. CULTIVO DE LAS PLANTAS PARA LA IDENTIFICACION DE MUTACIONES
DOMINANTES, SEMIDOMINANTES O ADITIVAS Y MUTACIONES RECESIVAS

Para la identificacion de mutaciones dominantes, ssmidominantes o aditivas, tras la
aclimatacion y trasplante de los transformantes primarios (ver apartado 2. 7), las plantas se

cultivaron en invernaderos de cristal tipo capilla con iluminacion 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 estdn dotados con un sistema de
fertirrigacion que aporta 8 riegos diarios de aproximadamente 125 ml (de solucion de
riego) por maceta. Los riegos se realizaron cada dos horas entre las 8 y las 22 horas. Las
caracteristicas mas 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 fenotipicas dependientes de ambiente. Las plantas se fenotiparon observando
en ellas los caracteres basicos relacionados con el desarrollo vegetativo (i.e.: morfologia y
grado de diseccion de las hojas, longitud de los internados, tamafio de las estructuras
vegetativas etc.) y con el desarrollo reproductivo (i.e.: tamafio de la flor, nimero de
organos por verticilo, nimero de flores, aspecto de la flor, tamano del fruto, color del fruto
etc.). Por lo que respecta a la identificacion de mutaciones de naturaleza recesiva, se
cultivan 12 plantas TG2 en el invernadero. Si consideramos que la mutacion originada
como consecuencia de la integracion de un inserto' se produce en un gen cuando el T-
DNA se encuentra en una configuracion homocigotica, el tamano de familia para que, al
menos, una de las plantas cultivadas tenga esa configuracion con una probabilidad de fallo

(Pr) menor del 5% se deduce a partir de la siguiente formula:

lg PF

N> ——
lg (1-p)

Donde p es igual a 1/4

*Esto es asi con independencia del nimero de copias del T-DNA de las plantas transgénicas ya que el
fenotipo mutante de resultas de la alteracion del nivel de expresion de un gen se deberd a la integracion de
una de las copias insertadas. Conviene indicar que con este sistema de cultivo, mutaciones ocasionadas por la
integracion de mas de un T-DNA, poco probable desde un punto de vista probabilistico aunque no imposible,
podrian no ser detectadas.
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1. GENERACION DE UNA COLECCION DE LINEAS T-DNA DE TOMATE

La integracion de un T-DNA dentro de la secuencia estructural o los elementos de
regulacion de un gen endégeno puede ocasionar su disrupcion y la subsiguiente anulacion
de funcion. De forma alternativa, la integracion del T-DNA corriente arriba o abajo del gen
puede alterar su nivel de expresion. De esta forma, tras la deteccion de los efectos que
produce la anulacion de funcion del gen o un cambio en su nivel de expresion en las
plantas TG1 (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o aditivos) o en las
progenies TG2 (mutaciones con efectos recesivos), como el gen esta etiquetado por el T-
DNA, se puede abordar la clonacion del mismo. Este método de generacion de mutantes ha
llegado a convertirse en una herramienta importante en el campo de la gendmica funcional
y se ha denominado mutagénesis insercional dado el efecto fenotipico que provoca. Una
aproximacion mucho mas 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 insercion de T-DNA y por otro permiten estudiar el patrén
de expresion del gen etiquetado. De esta forma, no sé6lo se pueden hacer inferencias en
torno a la funcion del gen etiquetado en un determinado mutante de insercion a través del
fenotipado en TGl o TG2, sino que también se puede obtener un panorama bastante
preciso en torno al patron de expresion espacio-temporal de dicho gen, ya que, por el
peculiar disefio de las trampas, la expresion del gen delator mimetiza la expresion del gen

endogeno etiquetado.

Un punto crucial de esta estrategia radica en la necesidad de obtener un elevado nimero de
lineas para que haya una cierta probabilidad de obtener mutantes, y para ello, es preciso
disponer de un método eficaz de transformacion. Por fortuna, en nuestro laboratorio
disponemos de un método de transformacion de tomate via Agrobacterium tumefaciens
que nos proporciona una eficacia Util del 20-25%, lo que supone obtener 20-25 plantas
transgénicas diploides independientes (es decir, procedentes de eventos independientes de

transformacion) por cada 100 explantes inoculados.

Empleando este método de transformacion, decidimos abordar un programa de gendémica
funcional en tomate basado en la mutagénesis insercional con T-DNA. Por lo que respecta
a esta Tesis Doctoral, se decidi6 iniciar el proyecto generando una coleccion de lineas T-
DNA de tomate (cv P73) con vectores convencionales que sélo portaban un gen marcador

(nptll) y un gen delator (GFP o uid4). 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 cedié amablemente el vector y, a partir de ese momento, centramos nuestros esfuerzos

en la generacion de lineas de insercion de tomate con la trampa de intensificadores.

En la tabla 1 se muestra el numero total de lineas 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 analisis por citometria de flujo, se seleccionaron 262 lineas T-DNA diploides.
Empleando la trampa de intensificadores (vector pD991) se generaron 1800 plantas

transgénicas, de las que se seleccionaron 960 lineas T-DNA diploides.

Tabla 1. Numero de plantas generadas con diferentes vectores

Numero de plantas Numero de plantas
Vector generadas diploides
Vector convencional o
(nptlI-delator) 434 262 (60,37%)
Vector pD991 o
(trampa de intensificadores) 1800 960 (53,33%)
Total 2234 1252 (56,04%)

Figura 1. Cultivo de las plantas transgénicas en la camara de nuestro laboratorio y en el
invernadero

Asi pues, a lo largo de este proyecto de investigacion se han obtenido 2.234 plantas
transgénicas, de las cuales 1.252 son diploides. En definitiva, considerando como lineas
T-DNA aquellas que tienen el nivel de ploidia correcto, se ha generado una coleccién de

1.252 lineas T-DNA.
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Las lineas T-DNA obtenidas con vectores convencionales se han utilizado para la
identificacion de mutantes en TG1 (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o
aditivos) o TG2 (mutaciones con efectos recesivos). En el caso de las lineas T-DNA
generadas con la trampa de intensificadores, no solo se llevd a cabo un fenotipado
exhaustivo en TG1 o TG2 para la identificacion de mutantes de insercidon, sino que
también se realiz6 un andlisis de la expresion del delator para detectar elementos de
regulacion de genes implicados en procesos del desarrollo. Por lo que respecta a la
deteccion de mutantes, conviene resaltar que en esta Tesis nos centramos en el fenotipado
de plantas TG1 para la deteccion de mutantes dominantes, semidominantes o aditivos.
Debido a la falta de espacio en el invernadero, s6lo pudimos abordar la deteccion de
mutantes recesivos en una pequefia muestra de progenies TG2. No obstante, al tiempo que
se realizaba el cultivo y el fenotipado de las TGI, se obtuvieron las progenies TG2 de
todas las lineas T-DNA (salvo, claro estd, 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 Almeria y el grupo de la Dra. Bolarin del CEBAS de Murcia) puedan

realizar el fenotipado de estas progenies en sus invernaderos.
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2. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN DELATOR EN LIiNEAS T-DNA

OBTENIDAS CON LA TRAMPA DE INTENSIFICADORES (VECTOR PD991)

Los andlisis de expresion del delator en lineas T-DNA con trampas génicas permiten
detectar sefiales de regulacion 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 minimo (caja TATA + inicio de
transcripcion) al que se encuentra fusionada la region estructural del gen uidA. El promotor
minimo no es capaz de promover un nivel de trascripcion detectable, pero su integracion
en el area de actuacion de un determinado intensificador deberia activar la expresion del
delator, mimetizando el patron de expresion que dicho intensificador confiere al gen

enddgeno.

En este contexto, nos planteamos analizar la expresion del delator en diferentes
tejidos de plantas cultivadas in vitro, asi como en distintos 6rganos de plantas cultivadas en

invernadero. Los resultados de estos experimentos se presentan a continuacion.
2. 1. Analisis de la expresion del gen delator en plantas cultivadas in vitro

El ensayo histoquimico se realizé en un total de 768 plantas transgénicas. Las plantas
se evaluaron en un estado fisioldgico determinado (plantas bien desarrolladas, pero no
envejecidas, de unos 15 cm de longitud). La expresion del gen delator (#idA4) se evalu6 en

4 tipos de tejidos u 6rganos vegetativos:

1) Limbo de hoja: se utilizé6 un segmento de foliolo de una hoja adulta verde que
incluia el nervio central, tratando de evitar hojas con algin sintoma de

senescencia.
2) Peciolo: se utilizd una porcidn de peciolo del foliolo evaluado.

3) Tallo: se utilizé un segmento de tallo proximo a la hoja de la que se obtuvo la

muestra para el analisis de la expresion del delator en foliolo y peciolo.

4) Raiz: se utiliz6 un segmento de raiz intermedia, procedente de una zona
equidistante entre la base del tallo y el apice radicular. La muestra de raiz

contenia un segmento de raiz pivotante asi como raices laterales.
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El resumen de los resultados del analisis se presenta en las tablas 2, 3 y 4.

Tabla 2. Numero de plantas con expresion del gen delator
distribuidas en funcion del numero de explantes que exhibian tincién

GUS.
N° total de plantas analizadas 768
N° de genotipos con expresion GUS en 1 explante 91 (11,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en 2 explantes 59 (7,7%)
N° de genotipos con expresion GUS en 3 explantes 48 (6,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en 4 explantes 40 (5,2%)

N° total de genotipos con expresion GUS

238 (31,0%)

Tabla 3. Numero de plantas con expresion del gen delator

distribuidas en funcion del tipo de explante que exhibia tincion

GUS.
N° total de plantas analizadas 768
N° de genotipos con expresion GUS en limbo 91 (11,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en peciolo 96 (12,5%)
N° de genotipos con expresion GUS en tallo 192 (25,0%)
N° de genotipos con expresion GUS en raiz 134 (17,4%)

Tabla 4. Nuimero de plantas con expresion del gen delator en tan

s6lo un explante, de las cuatro analizados.

N° total de plantas analizadas 768

N° de genotipos con expresion GUS sélo en limbo 2 (0,3%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en peciolo 7 (0,9%)
N° de genotipos con expresion GUS sdélo en tallo 54 (7,0%)
N° de genotipos con expresion GUS so6lo en raiz 28 (3,6%)

De las 768 plantas evaluadas, 238 (31%) mostraron expresion GUS en, al menos,

tres, e incluso en los cuatro explantes evaluados (tabla 2).

uno de los explantes evaluados. La mayor parte de las plantas (91; ~ 12%) exhibia la
tincion GUS en so6lo uno de los tejidos evaluados. Sin embargo, en un elevado porcentaje
de plantas se producia la expresion del delator en mas de un explante. De hecho, en un

porcentaje considerablemente elevado de plantas detectamos expresion del delator en dos,

En lineas generales, estos resultados son muy similares a los que se obtuvieron en

nuestro laboratorio tras analizar la expresion del gen delator en lineas T-DNA de tabaco
con la misma trampa de intensificadores (Anton, 2004). Aunque en aquel caso no se evaluo6

el peciolo de la hoja, el porcentaje de lineas T-DNA de tabaco que exhibia expresion GUS
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en alguno de los explantes evaluados fue muy similar al que nosotros hemos detectado en

lineas T-DNA de tomate.

En concreto, el porcentaje de plantas transgénicas de tabaco con expresion GUS en,
al menos, uno de los explantes evaluados estaba en torno al 25%. Por otro lado, la mayor
parte de las plantas exhibia expresion del delator en solo uno de los explantes evaluados.
Sin embargo, a diferencia de los resultados que nosotros hemos obtenido en tomate, en el
trabajo que se realizd en tabaco sélo un 0,84% de los genotipos exhibi6d expresion del
delator en todos los explantes que se evaluaron, mientras que nosotros hemos detectado

expresion del delator en los cuatro explantes en un porcentaje netamente mayor (5,2%).

Por otro lado, la mayor parte de los eventos de expresion positiva se detectaron en
tallo (tabla 3). Los analisis realizados en lineas T-DNA de tabaco dieron resultados
similares (Anton, 2004). Groover et al. (2004) analizaron la expresion del delator en una
coleccion de 674 plantas transgénicas de alamo con una trampa de intensificadores,
observando que el mayor porcentaje de eventos positivos de expresion del delator ocurria
en tallo (58%). El elevado niimero de eventos positivos podria deberse a la diversidad de
tipos celulares presentes en este 6rgano y a la variedad de funciones que cumplen estos
tipos celulares como, por ejemplo, todas las relacionadas con el proceso de transporte raiz-

parte aérea.

Ademas, 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 mas jovenes. Por ejemplo, en el trabajo que se realizé en tabaco, el
mayor numero de eventos de expresion del gen delator se dio en hoja adulta (~ 15% de las
plantas), mientras que en hoja joven se detectaron muchos menos eventos de expresion (~
5% de las plantas). En el experimento realizado con lineas T-DNA de tomate cultivadas in
vitro no se realizaron ensayos con hojas en diferentes estados ontogénicos; sin embargo,
como se comentara en un apartado posterior, en los ensayos realizados con estas mismas
lineas T-DNA cultivadas in vivo (i.e. en invernadero) si se realizaron este tipo de anélisis y

los resultados fueron totalmente concordantes con lo observado en tabaco.

Un aspecto interesante es que se han identificado lineas T-DNA de tomate que sélo
expresan el delator en una de las cuatro estructuras vegetativas analizadas. En efecto, 2
lineas expresan el delator solo en hoja, 7 lo expresan solamente en peciolo, 54 lo expresan

solo en tallo y 28 lo expresan solamente en raiz. Esto podria indicar que, en algin caso
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concreto, se ha etiquetado un elemento regulador especifico de un cierto érgano o un tipo
celular de un determinado 6rgano. En todo caso, de momento no se pueden extraer
conclusiones porque para ello haria falta un estudio mas exhaustivo y, ademas, no se puede

excluir que in vitro se expresen ciertos genes que no lo hacen in vivo, y a la inversa.

Ademas de que pueda haber una expresion 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 so6lo 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 apices
meristematicos y/o yemas axilares (i.e. mediante propagacion clonal). Sin embargo, si es
bastante probable que ocurra en las plantas que se han obtenido a partir de explantes
primarios o de protoplastos y mds aun en los callos procedentes de explantes o de
protoplastos. De hecho, el cultivo in vitro es una situacion 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 deberia ser notablemente mayor si en lugar de analizar tejidos de plantas se
hubieran analizado inoculos de callo. De hecho, Wu ef al (2003) analizaron la expresion
del delator (uidA) en callos de una coleccion de plantas de arroz transformadas con una

trampa de intensificadores y detectaron un 84% de eventos positivos.

Siguiendo con la misma linea de argumentacion, cabria esperar que en ciertos tipos
celulares o estructuras que a lo largo del desarrollo ontogénico sufren un proceso de
desecacion extremo (e.g. polen, embriones) se detectara también expresion en un gran
nimero de genes ya que en este tipo de células o estructuras se produce la expresion de una
cascada de genes relacionados con el estrés. Las observaciones de Ko & Kamada (2002)
son coherentes con esta hipdtesis, ya que los autores detectaron un 64% de eventos de
expresion positiva en embriones somaticos de zanahoria transformados con una trampa de

intensificadores.

Para terminar con los comentarios en torno a nuestros andlisis con lineas T-DNA de
tomate cultivadas in vitro, conviene resaltar que hemos detectado una extensa variedad de
patrones de tincion GUS en las lineas evaluadas. Algunos eran especificos de tejido

mientras que otros exhibian un patrén de tincion ubicuo (figura 2).
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Figura 2. Expresion del delator (uid4) en diferentes estructuras vegetativas de plantas
cultivadas in vitro: a) expresion en haces conductores del limbo; b) expresion ubicua en
limbo; ¢) expresion en haces conductores del peciolo; d) expresion ubicua en peciolo; e)
expresion en la epidermis del tallo; f) expresion ubicua en tallo; g) expresion en la cofia
radicular, h) expresion ubicua del delator en raiz.
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2. 2. Analisis de la expresion del gen delator en plantas cultivadas in vivo

El ensayo histoquimico con X-Gluc se llevd a cabo en estructuras vegetativas y

reproductivas de plantas cultivadas en el invernadero.

Por lo que respecta al analisis de las estructuras vegetativas, se tomaron muestras de
plantas jovenes en el momento en el que habian desarrollado la tercera inflorescencia y la

expresion del delator se evalud en 836 genotipos utilizando los siguientes explantes:

1) Limbo: se utilizo un segmento de foliolo de una hoja adulta verde que incluia el

nervio central, tratando de evitar hojas con algun sintoma de senescencia.
2) Peciolo: se utilizo una porcion del peciolo de la hoja evaluada.
3) Raquis: se utiliz6 una porcién del raquis del foliolo evaluado.

4) Tallo: se utilizé6 un segmento de tallo proximo a la hoja de la que se obtuvo la

muestra para el analisis de la expresion del delator en raquis, foliolo y peciolo.

Asimismo, se analiz6 la expresion del delator en la raiz de 114 genotipos. Para ello,
se utilizaron segmentos de raices laterales de plantas adultas justo antes de que se retiraran

del invernadero.

Ademas, en algunos genotipos quisimos comparar la expresion del delator en
diferentes fases del desarrollo de la hoja. Este experimento se realizo en dos campafias: la
primera correspondio a la cosecha de primavera-verano y se evaluaron 131 genotipos; la
segunda campana correspondi6é a la cosecha de invierno-primavera y se evaluaron 194
genotipos. En ambos experimentos, los analisis 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 jovenes.
2) Parte intermedia de la planta: se tomaron muestras de hojas adultas

3) Parte basal de la planta: se tomaron muestras de hojas con sintomas visibles de

senescencia.

De las tres partes de la planta se analizé la expresion del delator en muestras de

limbo, peciolo y tallo.

73



nesuLaaoy

En cuanto al analisis de la expresion del delator en estructuras reproductivas, se

evaluaron flores en tres estadios de desarrollo, asi como frutos recién cuajados.

El analisis de expresion GUS en flor se llevd a cabo en 818 genotipos evaluando los

siguientes estadios de desarrollo de la flor (figura 3):
1) Boton floral de ~1 cm
2) Flor en pre-antesis.

3) Flor en antesis.
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Figura 3. Estadios de la flor en los que se llevo a cabo el analisis del
delator. En la parte inferior de la foto se muestra el corte longitudinal que se
realizaba en la flor para identificar el 6rgano o tejido en el que se expresaba
el delator.

En los tres estadios del desarrollo de la flor, se analizé la expresion del delator en los

cuatro verticilos de la flor.

El andlisis en fruto se llevo a cabo en 717 genotipos. En cada genotipo se analizé la

expresion del delator en frutos recién cuajados.
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2.2.1. Expresion del gen delator en estructuras vegetativas

El resumen de los resultados del andlisis se presenta en las tablas 5, 6 y 7.

Tabla 5. Numero de plantas con expresion del gen delator en funcion
del nimero de estructuras con tincion GUS.

N° total de plantas 836

N° de genotipos con expresion GUS en 1 explante 45 (5,4%)
N° de genotipos con expresion GUS en 2 explantes 36 (4,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en 3 explantes 44 (5,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en 4 explantes 81 (9,7%)
N° total de genotipos con expresion GUS 206 (24,6%)

Tabla 6. Nimero de plantas con expresion del gen delator en funcion
del tipo de explante con tincion GUS.

N° total de plantas 836

N° de genotipos con expresion GUS en limbo 164 (19,6%)
N° de genotipos con expresion GUS en peciolo 151 (18,1%)
N° de genotipos con expresion GUS en raquis 117 (14,0%)
N° de genotipos con expresion GUS en tallo 141 (16,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en raiz" 16 (14,0%)

Tabla 7. Numero de plantas con expresion especifica del gen delator.

N° total de plantas 836

N° de genotipos con expresion GUS solo en limbo 14 (1,7%)
N° de genotipos con expresion GUS solo en peciolo 4 (0,5%)
N° de genotipos con expresion GUS solo en raquis 4 (0,5%)
N° de genotipos con expresion GUS so6lo en tallo 23 (2,8%)
N° de genotipos con expresion GUS s6lo en raiz’ 4 (3,5%)

Como puede verse en la tabla 5, en torno al 25% de los genotipos exhibieron
expresion del delator en alguno de los explantes analizados. Conviene indicar este
porcentaje es muy similar al obtenido con las lineas T-DNA cultivadas in vitro (31%). De
hecho, la mayor parte de las plantas que expresaron el delator in vitro también lo hacian in

vivo (83%).

En la mayor parte de los casos, los patrones de expresion del delator fueron muy

similares en ambos tipos de andlisis (in vitro — in vivo). A titulo de ejemplo, el genotipo

" S6lo se evaluaron 114 genotipos
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779 ET73 exhibié una expresion alta del delator en peciolo, limbo y tallo, tanto in vitro
como in vivo. En el genotipo 129 ET73 se detectd una expresion tenue del delator en tallo,
y esto ocurria tanto in vitro como in vivo. En el genotipo 297 ET73 se observo la expresion
del delator en los haces vasculares del tallo in vitro e in vivo. Otro ejemplo lo constituye el
genotipo 331ET73, en el que se detectd que, tanto in vitro como in vivo, la expresion del
delator era de tipo constitutivo. Lo curioso en este caso es que la expresion en los haces
vasculares era mds intensa que en el resto de las células (in vitro e in vivo). En el genotipo
785 ET73 se observd que la expresion del delator se producia en los haces vasculares del
peciolo y del tallo, asi como en los nervios de las muestras de limbo que se utilizaron para

llevar a cabo los analisis in vitro € in vivo.

En definitiva, en la mayor parte de los genotipos existid correlacion entre los
resultados obtenidos in vitro e in vivo, tanto en el tipo de estructura que exhibia tincién

GUS como en el patrén y la intensidad de expresion del delator.

En algunos casos lo que ocurria es que la intensidad de la expresion del gen delator
era diferente. Por ejemplo, en el genotipo 172 ET73 se observo una expresion tenue del
delator en limbo, peciolo y tallo in vitro y una expresion intensa in vivo. En el genotipo
254ET73 ocurrio lo contrario, ya que el nivel de expresion del delator in vitro fue intenso
en limbo, peciolo y tallo, mientras que in vivo la expresion del delator en estas mismas
estructuras era tenue. En estos casos, el diferente nivel de expresion del gen UidA podria
deberse a distintos grados de expresion del gen enddgeno como consecuencia de las
diferentes condiciones medioambientales en las que se encuentra cultivada la planta (in

vitro € 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 mas extremos,
lo que se observé fue la expresion en una o varias estructuras vegetativas en uno solo de
los dos analisis, in vitro o in vivo. Por ejemplo, en el genotipo 489 ET73 se observd
expresion del delator en los haces vasculares del raquis y del tallo en el andlisis realizado
con plantas cultivadas in vivo; sin embargo, en el andlisis previo que se habia llevado a
cabo in vitro no se habia observado expresion del delator en los elementos conductores de
estos explantes. El genotipo 220 ET73 exhibi6 un elevado nivel de expresion del delator en

limbo, peciolo y tallo pero sélo in vitro, ya que in vivo no se detectd expresion del delator.
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En los casos concretos en los que se observaron discrepancias (in vitro e in vivo),
podria haber ocurrido algiin problema relacionado con la prueba histoquimica en las
muestras que no dieron expresion del delator. En todo caso, no cabe descartar la
posibilidad de que se haya etiquetado el elemento de regulacién de algin gen cuya
expresion 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 nimero de discrepancias.

Anteriormente, al comentar los resultados que habiamos obtenido con las linea T-
DNA de tomate cultivadas in vitro haciamos 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 andlisis in vitro se hubieran hecho con muestras de las
plantas transgénicas recién obtenidas en lugar de con plantas TG1 propagadas clonalmente
por cultivo de apices meristematicos 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. Asi pues, si se toman las debidas precauciones, parece claro que los andlisis 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 expresion 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 tincion GUS en limbo, peciolo, raquis, tallo

o raiz fue similar (tabla 6).

En lo que respecta a genotipos que exhibieron expresion especifica del delator, es
decir, que solo expresaron el delator en uno de los explantes evaluados, el mayor
porcentaje de eventos de tincion GUS se dio en raiz (3,5%) y tallo (2,8%), mientras que en
raquis (0,5%) y peciolo (0,5%) se detectaron menos eventos de expresion (tabla 7). En
estos casos es bastante probable que se haya etiquetado algiin elemento de regulacion

especifico 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 expresion GUS (en torno al 25% de los genotipos muestran

expresion del delator en alguno de los explantes analizados).

Por ejemplo, Wu et al (2003) detectaron que entre un 25 y 59% (en funcion del tipo
del o6rgano evaluado) de lineas T-DNA de arroz generadas con una trampa de
intensificadores expresaban el delator. Ademas, detectaron que el 15% de las plantas
expresaba el delator en un so6lo tejido, el 9% en s6lo dos tejidos y mas del 45% de las
plantas lo expresaban en 3 o mas tejidos. Yang et al (2004) evaluaron una coleccion de
plantas transgénicas de arroz con otra trampa de intensificadores y observaron que la
frecuencia de expresion GUS tanto en hoja como en raiz estaba en torno al 24%. En el
trabajo de Johnson et al (2005), en el que evaluan una coleccion de plantas de arroz
transformadas con una trampa de intensificadores (sistema GAL4), los autores detectaron
una frecuencia de activacion del delator del 32%, muy similar, segun indican, a la que se

detectd en Arabidopsis empleando la misma trampa (http://enhancertraps.bio.upenn.edu).

En definitiva, es bastante habitual detectar un elevado numero de eventos de
expresion 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 proporcion de insertos
desencadene la expresion del gen delator y por tanto resulta mas efectivo para la

identificacion 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 expresion, debido a que la activacion del gen delator viene
determinada no sélo por la orientacidon sino también por el punto de insercion (exén o

intrén).

Por ejemplo, empleando una trampa de genes, Chin et al (1999) detectaron que tan
solo un 8% de las lineas de arroz expresaban GUS en distintos tejidos de la panicula. De
forma similar, en el trabajo de Jeon et al. (2000) los autores s6lo detectaron el 1,6-2,0% de
lineas de arroz que mostraban actividad GUS en hoja, raiz, flores maduras y semillas en
desarrollo. Por otro lado, Muthukalianan et al/ (2003) evaluaron una coleccion 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 drganos evaluados rondaba el 10%.
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Por otro lado, en nuestras lineas T-DNA de tomate se han detectado muchos patrones
diferenciales de expresion en relacion con el lugar concreto en el que se identificaba dicha
expresion. Es decir, algunos tejidos exhibian una intensa expresion del gen delator
mientras que en otros la expresion era muy tenue, lo que sugiere diferencias en lo que

respecta al nivel de expresion que promueve el elemento de regulacion etiquetado.

En otros casos, las diferencias no se debian solamente a la intensidad de expresion
del gen delator, sino que estaban relacionadas con el lugar especifico en el que verificaba
la expresion. Por ejemplo, en ciertas hojas de algunos genotipos habia expresion en toda la
superficie analizada, incluyendo limbo, nervio central y nervios laterales; en cambio, en
otros genotipos la expresion se detectd solo en el nervio central o en el limbo del foliolo.
En ocasiones, la expresion se detectaba solo en ciertas células del limbo o en las células
mas cercanas al nervio central, mientras que en otros casos lo que se observaba era la
expresion del gen delator en un determinado sector. Esta especificidad en el patréon de
expresion, en lo que se refiere a la intensidad y localizacion ocurrié en todos los explantes

evaluados.

En algunos casos, la tincion GUS era mas intensa en las zonas de corte, lo que podria

indicar la deteccion de un gen que se activa como respuesta a una herida.

Asimismo, en ciertos genotipos se ha podido detectar la expresion del delator en

tricomas o en estomas (ver ejemplos en figura 4).

En lo que se refiere a las células especificas en las que se detecta la expresion del
delator conviene sefialar que, en comparacion, la observacion microscopica de la tincion
GUS es tremendamente mas sensible que la de otros genes delatores (e.g.: GFP o Luc) ya
que permite su deteccion 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 patron espacial
de expresion de elementos de regulacion de genes muy diversos mediante la expresion del
gen delator. Asi pues, disponemos de una enorme coleccidon de genes que se expresan en
diferentes células, tejidos u 6rganos de tomate que pueden ser estudiados en un futuro con

mayor detalle.
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Figura 4. Expresion del delator en diferentes estructuras vegetativas: a) expresion
en células del mesoéfilo del foliolo; b) expresion en haces conductores del foliolo; ¢)
expresion en haces vasculares y epidermis del raquis de la hoja; d) expresion en
tricomas del tallo; e y f) expresion del delator en células guarda de limbo y peciolo
respectivamente (mismo genotipo); g) expresion en haces vasculares y epidermis del
peciolo; 1) expresion ubicua del delator en tallo.
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2.2.2. Expresion del delator en diferentes fases del desarrollo de la hoja

La ultima 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, lipidos, proteinas totales y RNA (Smart, 1994; Gan y Amasino, 1997) y va
acompanada de una serie de cambios en la expresion génica (He et al, 2001). Una gran
parte de los genes que se estan expresando en hojas no senescentes, como por ejemplo los
que estan relacionados con la fotosintesis, 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 funcion de la fase
de desarrollo de la hoja. Utilizando plantas que ya habian desarrollado la séptima
inflorescencia, pudimos recoger muestras de hoja de las zonas mas jovenes de la planta (la
region mas apical de la misma), de las zonas intermedias de la planta (donde se
encontraban las hojas adultas que ya habian alcanzado su tamafio maximo) y de las zonas
de la base de la planta (donde se encontraban hojas con notables sintomas de senescencia).

Ademas, se tomaron muestras de tallo proximo a la hoja seleccionada.

Figura 5. Detalle de las hojas empleadas para el analisis del delator. De izquierda a derecha, hoja
joven, adulta y con sintomas de senescencia.
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El anélisis se llevo a cabo con 131 plantas cosechadas en la campafia de primavera-
verano 2004 (experimento 1) y con 194 plantas que se cosecharon en la campafa de

invierno-primavera 2005 (experimento 2). Los resultados pueden verse en la tabla 8.

Tabla 8. Numero de plantas con expresion del gen delator en funcion de la fase del
desarrollo de la hoja (o del tallo proximo a la hoja en cuestion)

Experimento 1 Experimento 2
N° de plantas analizadas 131 194
N° de plantas con expresion en limbo 16 (12,2%) 6 (3,1%)
S =
ZE, % N° de plantas con expresion en peciolo 14 (10,7%) 7 (3,6%)
N° de plantas con expresion en tallo 15 (11,5%) 6 (3,1%)
N° de plantas con expresion en limbo 28 (21,4%) 16 (8,2%)
o g
;E—). :z N° de plantas con expresion en peciolo 18 (13,7%) 13 (6,7%)
N° de plantas con expresion en tallo 36 (27,5%) 15 (7,7%)
o | N°de plantas con expresion en limbo 34 (26,0%) 22 (11,3%)
o =
(5]
;E—). % N° de plantas con expresion en peciolo 18 (13,7%) 17 (8,8%)
=
2 | N°de plantas con expresion en tallo 50 (38,2%) 27 (13,9%)

Tal y como puede verse en la tabla 8, en general el porcentaje de eventos de
expresion del delator va aumentando con el estado de desarrollo del tejido evaluado. Es
decir, en los tejidos mas 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 analisis realizado con las plantas cultivadas en la campafa

otofio-invierno como en las cultivadas en la campaiia 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
activé bajo la influencia de un elemento de regulacion que promueve una expresion ubicua.
En otros casos, la expresion del delator se produjo principalmente en tejidos mas jovenes
mientras que no se detectd expresion en los tejidos adultos. Este tipo de resultados podria
indicar que el delator se encuentra en el drea de actuacidon de un elemento de regulacion
que se inactiva en las zonas mas adultas o senescentes. No obstante, lo que se detectd en un
elevado numero de casos fue la expresion del delator en zonas adultas y, en especial,
senescentes, lo que sugiere que la trampa se ha insertado en el area de actuacion de un
elemento de regulacion que promueve la expresion de genes en tejidos adultos o en

proceso de senescencia.
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Tras la obtencion de una coleccion de mas de 1000 plantas transgénicas de tabaco
con el vector pD991, en nuestro laboratorio se realiz6 un estudio preliminar con 132
plantas para tratar de detectar elementos de regulacion relacionados con la senescencia de
las hojas (Antén, 2004). Para ello se disenid un experimento en el que cada genotipo se
cultivdo en fotoperiodo o, alternativamente, en oscuridad continua (unas condiciones
inductoras de senescencia). Los andlisis de expresion permitieron detectar un genotipo que

mostraba la expresion del gen delator s6lo en condiciones de senescencia.

Campisi et al (1999) generaron una coleccion 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 lineas transgénicas expresaba el
delator durante la senescencia floral. Posteriormente, He et al (2001) analizaron 1300 de
las lineas generadas por Campisi et al (1999) con el fin de identificar genes que se
expresaran especificamente en hojas senescentes. Los autores detectaron que el 11% de las
lineas expresaba el delator s6lo en hojas senescentes y clonaron tres genes relacionados
con senescencia. En definitiva, esta estrategia puede resultar muy util para identificar

elementos de regulacion de genes asociados a procesos de senescencia.

Por otro lado, los resultados que hemos obtenido con lineas T-DNA de tomate
indican que las plantas cultivadas durante la campafia de primavera-verano (los analisis se
realizaron en julio) muestran un mayor porcentaje de eventos de expresion del delator que
las que se cultivaron durante la campafia de invierno-primavera (los andlisis se realizaron
en marzo). Conviene indicar que las plantas que se cultivaron durante la campafa
primavera-verano se encontraban expuestas a diferentes tipos de estrés abidtico (térmico) y
bidtico (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 niumero de genes de respuesta a estrés, y por tanto, la probabilidad de detectar
eventos de expresion positiva es mayor. Es mas, no se puede descartar la posibilidad de
haber etiquetado algun elemento de regulacion que se active en condiciones especificas de
estrés. En cualquier caso, conviene ser cautos ya que el nimero 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 campafias.
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2.2.3. Expresion del gen delator en flores

Los analisis de expresion del delator en flores se llevaron a cabo en tres estadios de
desarrollo de la flor: boton floral, preantesis y antesis. La tabla 9 resume el niimero de

flores que exhibi6 expresion del delator en los tres estadios de desarrollo.

Tabla 9. Numero de plantas con expresion del gen delator en flores.

N° total de plantas analizadas 818

N° de genotipos con expresion GUS en flor en estadio de boton floral 251 (30,6%)
N° de genotipos con expresion GUS en flor en estadio de preantesis 236 (28,8%)

N° de genotipos con expresion GUS en flor en estadio de antesis 298 (36,4%)

En conjunto, los resultados indican que el nimero de plantas que expresan el delator
en las flores de lineas T-DNA de tomate es muy elevado. No obstante, nuestros resultados
no son muy diferentes a los observados en lineas 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 expresion 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 exhibia expresion del delator en inflorescencias.

Uno de los resultados que nos interesaba conocer era el nimero de plantas que
mostraba expresion del delator asociado a un determinado estadio del desarrollo de la flor.
Pudimos comprobar que en algunos genotipos la expresion del delator s6lo se detectaba en
boton floral, en otros s6lo habia expresion en preantesis y en otros solo en antesis (tabla
10a). En total, el 15% de los genotipos analizados expresan el delator en un sélo estadio de
desarrollo de la flor. Estos resultados podrian 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 ocurria en
el 18% de los genotipos (tabla 10b). Algunos de los datos que hemos obtenido requieren
una ulterior verificacion y un estudio mas riguroso. Por ejemplo, en un 5% de los
genotipos hemos detectado expresion del delator en boton floral y antesis, pero no en
preantesis. En estos casos la ausencia de expresion del delator en preantesis podria deberse

a algin problema relacionado con el ensayo histoquimico, 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 tardias
del desarrollo de la flor. Si asi fuera, se trataria de genes que tienen un modo de accion
complejo, ya que se activarian en una fase temprana del desarrollo de la flor, se

inactivarian en una fase intermedia, y volverian a activarse en una fase mas tardia.

Ademas, en otros genotipos (en torno al 15%; tabla 10c) se detectd la expresion 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

expresion de genes implicados en las diferentes etapas del desarrollo de la flor.

Tabla 10. Numero de plantas con expresion del gen delator en flores.

a. Expresion del delator en un solo estadio del desarrollo de la flor

Estadio en el que se detecta expresion del delator N° genotipos
Boton floral 64 (7,8%)
Preantesis 11 (1,3%)
Antesis 51 (6,2%)
Total 126 (15,4%)
b. Expresion del delator en dos estadios del desarrollo de la flor

Estadios en los que se detecta expresion del delator N° genotipos
Boton floral y preantesis 22 (2,7%)
Boton floral y antesis 44 (5,3%)
Preantesis y antesis 82 (10,0%)
Total 148 (18,1%)
c. Expresion del delator en los tres estadios del desarrollo de la flor
Estadios en los que se detecta expresion del delator N° genotipos
Boton floral, preantesis y antesis 110 (14,7%)

Nota: se evaluaron 818 genotipos.

Conviene indicar que el patrén de expresion del delator fue caracteristico 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 o6rganos o tejidos en los que se detectd la expresion 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 expresion sino mas bien por el
tipo de 6rgano o tejido en el que se detecta dicha expresion. Por esa razdn, a la hora de
seleccionar lineas concretas, se analizo el tipo de tejido u 6rgano de la flor que mostraba
expresion. El resumen de los resultados del analisis se presenta en las tablas 11, 12, 13 y

14.
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Tabla 11. Numero de plantas con expresion del gen delator en los distintos
verticilos de la flor.

N° total de plantas analizadas 818

N° de genotipos con expresion GUS en sépalo 56 (6,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en pétalo 48 (5,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en estambre 359 (43,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en pistilo 158 (19,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en flores 395 (48,3%)

Tabla 12. Numero de plantas con expresion del gen delator en s6lo uno de los
verticilos de la flor

N° total de plantas analizadas 818

N° de genotipos con expresion GUS solo en sépalo 1 (0,1%)
N° de genotipos con expresion GUS solo en pétalo 3 (0,4%)
N° de genotipos con expresion GUS s6lo en estambre 219 (26,8%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en pistilo 24 (2,9%)

Tabla 13. Numero de plantas con expresion del gen delator en diferentes partes

del pistilo.
N° total de plantas analizadas 818
N° de genotipos con expresion GUS en estigma 38 (4,6%)
N° de genotipos con expresion GUS en estilo 43 (5,2%)
N° de genotipos con expresion GUS en ovario 56 (6,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en 6vulos 25 (3,1%)

Tabla 14. Numero de plantas con expresion del gen delator en s6lo una de las
diferentes partes del pistilo.

N° total de plantas analizadas 818

N° de genotipos con expresion GUS en estigma 4 (0,5%)
N° de genotipos con expresion GUS en estilo 9 (1,1%)
N° de genotipos con expresion GUS en ovario 7 (0,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en 6vulos 2 (0,2%)

La primera conclusion que se puede extraer de los resultados es que el numero de
eventos positivos de expresion del delator en estambres es extraordinariamente alto (~
44%, tabla 11). De hecho, mas extrafio resulta que en el 27% de las plantas solo se exprese

el delator en estambres (tabla 12).
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Campisi et al (1999) tan solo detectaron el 2,6% de eventos de expresion en anteras
al evaluar la coleccion 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
expresion positiva en estambres. En cambio, Wu et al (2003) observaron un 25% de
eventos de expresion del delator en estambres/pistilo en otra coleccion de arroz transgénico

con una trampa de intensificadores.

Con relacion a la expresion en estambres, nosotros pensamos que muchos de los
eventos de expresion que hemos observado podrian ser falsos positivos, especialmente
aquellos en los que se detectd un patron de expresion tenue. En este sentido, haciendo
analisis mas detallados, nos dimos cuenta que algunas flores del testigo emitian una tincion
residual de color azul tenue (no conocemos exactamente la causa) que se parecia mucho a
tinciones que habiamos considerado positivas en estambres de plantas transgénicas. Esto
nos llevo a analizar, de nuevo, todos los verticilos de flores de plantas del cultivar original
(no transgénico) para verificar que estas tinciones no aparecian en otros tejidos y que solo
se producian eventualmente en estambres. Afortunadamente, pudimos comprobar que, en
efecto, la expresion residual solo ocurria en estambres y, por tanto, los datos que aparecen
en las tablas anteriores (con la excepcion, claro esta, de los correspondientes a estambres)

son correctos.

El problema de las tinciones en estambres se pudo solucionar con la adicion de una
determinada concentracion de metanol al sustrato. Haciendo el analisis de esta forma, ya
no aparece la tincion residual en estambres. El problema es que, cuando fuimos capaces de
solventar el problema, la coleccion estaba ya evaluada y no teniamos espacio en el
invernadero para cultivar de nuevo todos los genotipos y repetir la evaluacion 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 convendria es
seleccionar aquellos que exhiban una expresion intensa y verificar el resultado usando el

sustrato modificado.

Por otro lado, se han identificado algunos genotipos en los que solo se ha detectado
la expresion del delator en un determinado verticilo (tabla 12). En este sentido, conviene
resaltar que solo se detecto 1 linea T-DNA con expresion en sépalo y 3 con expresion en

pétalo.
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Otro dato que tiene un gran interés es que en torno al 2,9% de los genotipos solo
expresaba el delator en pistilo (tabla 12). Teniendo en cuenta las multiples aplicaciones que
puede tener la identificacion de elementos de regulacion de genes especificos de ovario,

decidimos analizar la parte del pistilo en la que se producia el evento de expresion.

Asi pues, se evaluaron de forma mas detallada los genotipos que mostraban
expresion GUS en el pistilo (tabla 13). En este sentido, se han identificado 4 genotipos que
solo expresan el delator en estigma, 9 que solo lo expresan en estilo, 7 que s6lo lo expresan
en ovario y 2 que expresan el delator inicamente en 6vulos (tabla 14). Como consecuencia,
es posible que se hayan detectado elementos de genes que se expresan especificamente en

este tipo de 6rganos.

Por ultimo, hemos procesado los datos basandonos por un lado en el estadio de
desarrollo en el que se detecta algin patron de expresion del delator, y por otro en el tipo
de organo en el que observamos dicho patrén de expresion. La combinacién de estos
resultados nos ha permitido seleccionar algunas lineas interesantes sobre la base tanto del
patron temporal de expresion del delator (e.g. expresion en uno o varios estadios del

desarrollo floral) como de su patrén de expresion espacial (e.g. expresion en polen).

Por ejemplo, el genotipo 495ET73 exhibe un intenso nivel de expresion del delator
en estambres so6lo en el estadio de botdn floral (figura 5b). Si esto es asi, es posible que se
haya etiquetado un elemento de regulacion de un gen implicado en los primeros estadios de
desarrollo de las anteras. En el genotipo 788ET73 se detecta un nivel tenue de expresion
del delator en anteras en el estadio de botdn floral y un nivel de expresion mas intenso en
los estadios de preantesis y, sobre todo, en antesis (figura 5k y 5n). En este caso, quiza se
haya etiquetado un elemento regulador de un gen relacionado con la maduracion del grano
de polen. En el genotipo 90ET73 observamos que la expresion del delator s6lo ocurria en
el estigma de la flor y, concretamente, en los estadios de preantesis y antesis (figura 5f). En
este genotipo, podriamos haber etiquetado un gen que regula el proceso de polinizacion de
la flor. Desde luego, esto no son mas que hipotesis, porque los genes etiquetados pueden
cumplir funciones diferentes a lo que inicialmente pueda parecer. Aun asi, se han
identificado mas de 20 lineas T-DNA que muestran una especificidad en relacion con el
organo (u organos) y el estadio (o estadios) de desarrollo en los que se detect6 la expresion
del delator. Estos genotipos son buenos candidatos para, en un futuro proximo, llevar a
cabo andlisis mas detallados y, sobre la base de estos nuevos datos, decidir si conviene

proceder a la clonacién de los genes etiquetados en las lineas mas interesantes.
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Boton floral

Preantesis

Antesis

Figura 5. Patrones caracteristicos de expresion del gen delator en los tres estadios de
desarrollo de la flor. Expresion del delator en el estadio de botdn floral en: (a) estilo; (b)
estambres; (c) todos los verticilos excepto estambres; (d) tricomas del sépalo; (e) ovario.
Expresion en el estadio de preantesis en: (f) estigma; (g); funiculo, antera, estilo (tenue) y
estigma; (h) ubicua; (i) zona que une la flor con el pedunculo; (j) funiculo y placenta.
Expresion en el estadio de antesis en: (k) anteras; (1) sépalos, ovario y 6vulos (intensa); (m)
ubicua; (n) polen; y (i) 6vulos.
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2.2.4. Expresion del gen delator en frutos

Los andlisis de expresion del delator se llevaron a cabo con frutos recién cuajados. Se
analiz¢ la expresion del delator en pericarpio (sin diferenciar si la expresion se producia en
exocarpio, mesocarpio o endocarpio), placenta (considerando tanto la placenta
propiamente dicha, como la columela y el septo), 16culo (considerando so6lo la expresion en
mucilago) y embriones en desarrollo o semillas inmaduras (ver figura 6). La tabla 15

resume los resultados obtenidos.

Columela

Placenta

Embrion
Mucilago
Septo

Endocarpio
Pericarpio < Mesocarpio
Exocarpio

Figura 6. Algunas partes relevantes del fruto

Tabla 15. Numero de plantas con expresion del gen delator en funcion
de la parte del fruto que exhibia tincion GUS.

N° total de plantas analizadas 717

N° de genotipos con expresion GUS en pericarpio 227 (31,6%)

N° de genotipos con expresion GUS en placenta 103 (14,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en mucilago 49 (6,8%)
N° de genotipos con expresion GUS en embrion 199 (27,7%)
N° total de genotipos con expresion GUS en fruto 358 (49,9%)

Como puede verse en la tabla 15, el 50% de las lineas T-DNA de tomate expresaron
el delator en alguna zona del fruto. Las zonas del fruto en las que se detectaron mayores
frecuencias de expresion del delator fueron pericarpio (~ 30%) y embrion o semilla
inmadura (~ 28%). No hemos encontrado en la bibliografia 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 lineas transgénicas con una trampa de

intensificadores expresaban el delator en embriones de semillas maduras.

En lo que respecta a los niveles de expresion del delator, lo que observamos en la
mayor parte de los genotipos fue una tincidon tenue en el pericarpio, mientras que la tonica

habitual en embriones fue una tincion intensa.

Tabla 16. Numero de plantas con expresion del gen delator en una sola
zona del fruto.

N° total de plantas analizadas 717

N° de genotipos con expresion GUS sélo en pericarpio 78 (10,9%)

N° de genotipos con expresion GUS so6lo en placenta 13 (1,8%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en mucilago 6 (0,8%)
N° de genotipos con expresion GUS so6lo en embrion 92 (12,8%)

Por otro lado, se han detectado eventos de expresion exclusivos en una zona concreta
del fruto (tabla 16). En este sentido, 78 genotipos expresaron el delator s6lo en el
pericarpio, 13 lo hacian sélo en la placenta, 6 s6lo en mucilago y 92 expresaban el delator

sOlo en embriones o semillas inmaduras.

Evidentemente, cada genotipo dio un patrén caracteristico de expresion en cada una
de esas zonas del fruto, y a la hora de seleccionar genotipos concretos, se debe llevar a
cabo un analisis més 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 tnico que se puede decir es que los analisis efectuados parecen indicar que se han
etiquetado elementos de regulacion de genes que se expresan en zonas especificas del

fruto.
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Figura 7. Diferentes patrones de expresion del gen delator en fruto: a) expresion ubicua
moderada en fruto, b) expresion ubicua intensa; ¢) expresion en haces conductores a nivel
del pericarpio; d) elevado nivel de expresion en la zona de uniéon del fruto con el
pedunculo; e) expresion en células del mesocarpio y placenta; f) expresion en la columela
y en ciertas células del septo, lobulo y pericarpio; g) ausencia de expresion en embriones
inmaduros de un fruto que exhibe un patrén casi ubicuo; h) expresion especifica del
delator en embriones.
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2.3. Consideraciones adicionales en torno a los analisis de expresion del delator

En lo que respecta a caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo, se ha
evaluado la expresion 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 expresion
del delator en 818 plantas transgénicas, mientras que en fruto el andlisis se ha realizado en

717 plantas transgénicas.

A la hora de seleccionar genotipos concretos sobre la base de los andlisis de la
expresion del gen delator, un aspecto interesante es conocer el patron de expresion 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 expresion espacial del
delator. La tabla 17 resume el numero de genotipos que exhibieron expresion del delator en

funcioén de la estructura de la planta en la que se produjo el evento positivo.

Tabla 17. Numero de plantas con expresion del gen delator en funcion del tipo de estructura que

exhibia tincion GUS.

N° total de plantas analizadas 713

N° de genotipos con expresion GUS soélo en estructuras vegetativas 40 (5,6%)
N° de genotipos con expresion GUS soélo en flores 77 (10,8%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en frutos 78 (10,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en una sola estructura 195 (27,3%)
N° de genotipos con expresion GUS en estructuras vegetativas y en flores 35 (4,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en estructuras vegetativas y en frutos 44 (6,2%)
N° de genotipos con expresion GUS en flores y en frutos 92 (12,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en dos tipos de estructuras 171 (23,9%)
N° de genotipos con expresion GUS en estructuras vegetativos, flores y frutos 135 (18,9%)
N° de genotipos con un patron de expresion GUS ubicuo 9 (1,3%)
N° de de genotipos con expresion GUS en las tres estructuras 144 (20,2%)

En torno al 27% de los genotipos analizados exhiben expresion del delator en una
sola estructura. En este sentido, 40 lineas T-DNA solo expresaron el delator en estructuras

de tipo vegetativo y casi el doble lo hicieron solo en flores (77 lineas) o sdlo en frutos (78
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lineas). El mayor porcentaje de eventos de expresion en estructuras de tipo reproductivo

sugiere una mayor actividad génica durante el desarrollo de este tipo de érganos.

Por otro lado, casi el 24% de los genotipos expreso 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%)).

Ademas, un 20% de los genotipos tenian expresion del delator en todas las
estructuras analizadas y el 1,3% (9 genotipos) exhibia un patréon de expresion ubicuo o,
como se denomina habitualmente, constitutivo (es decir, en estas lineas el delator se
expres6 en todas y cada una de las células de los tejidos u o6rganos que se utilizaron para
llevar a cabo el analisis). En conjunto, los resultados parecen indicar el etiquetado de
elementos de regulaciéon de genes que pueden estar relacionados con determinados
procesos del desarrollo de 6rganos o tejidos concretos. Asimismo, es bastante probable que
se haya etiquetado alglin elemento de regulacion que se expresa de forma ubicua a lo largo

del desarrollo de la planta.

Por lo que se refiere a las plantas con expresion del delator en un solo tejido u
organo, el analisis de los datos permitid seleccionar genotipos que expresaron el delator en
tejidos u 6rganos 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 solo expresaron el delator en tallo. En la mayor
parte de estos genotipos la expresion se localizaba en los vasos conductores, lo que podria
estar relacionado con genes implicados en los mecanismos de transporte a través del tallo.

Ademas, tres genotipos expresaron especificamente el delator en raquis, peciolo u hoja.

Por lo que respecta a estructuras de tipo reproductivo, se detectaron genotipos que
solo expresaban el delator en partes muy concretas de la flor. En este sentido, detectamos
un elevado nimero de genotipos que expresaban el delator especificamente en anteras. A
pesar de los problemas que tuvimos en relacion con la tincion GUS en anteras (ver
apartado “Expresion del gen delator en flores”) es bastante probable que se haya
identificado algin elemento de regulacion relacionado con el desarrollo y/o maduracion
del polen, lo que podria tener un gran interés desde un punto de vista de mejora por las

posibilidades que ofrece el uso de promotores de genes especificos de anteras con relacion
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a la obtencidon de plantas androestériles mediante el sistema Barnasa / BarStar u otros

sistemas similares.

También se han identificado genotipos que expresan especificamente el delator en
pétalos, estigma y ovario (tabla 18B). Al respecto, conviene sefalar que sélo se ha

encontrado una linea T-DNA con expresion especifica en ovario (312 ET73).

Tabla 18. Numero de plantas con expresion del gen delator en estructuras u 6rganos muy
concretos de la planta

N° total de plantas analizadas 713

A) Genotipos que solo expresan el delator en tejidos vegetativos

N° de genotipos con expresion solo en tallo 7 (0,9%)
N° de genotipos con expresion GUS sdlo en raquis 1 (0,1%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en peciolo 1 (0,1%)
N° de genotipos con expresion GUS sélo en limbo 1 (0,1%)

B) Genotipos que solo expresan el delator en flores

N° de genotipos con expresion sélo en pétalo 1 (0,1%)
N° de genotipos con expresion sélo en estambre 54 (7,6%)
N° de genotipos con expresion sélo en estigma 5(0,7%)
N° de genotipos con expresion s6lo en ovario 1 (0,1%)

C) Genotipos que solo expresan el delator en frutos inmaduros

N° de genotipos con expresion solo en exocarpio 5(0,7%)
N° de genotipos con expresion s6lo en mesocarpio 2 (0,3%)
N° de genotipos con expresion so6lo en mucilago 1 (0,1%)
N° de genotipos con expresion solo en embrion 23 (3,2%)

Por lo que se refiere a fruto, se han identificado 7 genotipos que expresan el delator
especificamente en pericarpio, cinco de los cuales lo hacen en el exocarpio y dos en el
mesocarpio. En estos genotipos se podrian haber etiquetado elementos de regulacion de
genes relacionados con las primeras etapas del desarrollo del fruto (los andlisis se
realizaron con frutos recién cuajados). Ademas, se detectd un genotipo con expresion
especifica del delator en mucilago y 23 con expresion especifica en embriones inmaduros

(tabla 18C).

Por consiguiente, se ha identificado un buen nimero de genotipos que pueden tener

un notable interés por el patron de expresion que exhiben. Estas lineas T-DNA (tabla 18.2)
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pueden ser el material de partida para el aislamiento de secuencias de regulacion de genes

que se expresan especificamente en un determinado tejido u 6rgano de la planta de tomate.

Tabla 18.2. Coédigo de plantas con expresion del gen delator en estructuras u érganos muy
concretos de la planta

A) Codigos de los genotipos que solo expresan el delator en tejidos vegetativos

Expresion solo en tallo 158 ET73, 192 ET73, 321 ET73, 500 ET73, 513 ET73, 567 ET73,
654 ET73

Expresion solo en raquis 489 ET73

Expresion solo en peciolo 481 ET73

Expresion solo en limbo 215 ET73

B) Codigos de los genotipos que so6lo expresan el delator en flores
Expresion solo en pétalo 860 ET73

Expresion sélo 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

Expresion so6lo en estigma 90 ET73, 163 ET73, 202 ET73, 604 ET73, 614 ET73

Expresion solo en ovario 312 ET73

C) Codigos de los genotipos que s6lo expresan el delator en frutos inmaduros
Expresion solo en exocarpio 89 ET73, 126 ET73, 641 ET73, 643 ET73, 794 ET73
Expresion en mesocarpio 94 ET73, 121 ET73

Expresion solo en mucilago 590 ET73

Expresion s6lo en embrion 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 identificacion de promotores que permitan modular la expresion génica
haciendo que los genes se expresen adecuadamente en un contexto espaciotemporal cobra
cada dia mayor interés en el campo de la mejora por transformacion o ‘mejora molecular’
(molecular breeding). En estos ultimos afios se han realizado intensos esfuerzos
encaminados a la identificacion y caracterizacion de promotores apropiados para controlar
la expresion de genes candidatos. Esto se debe a los problemas que suelen ocasionar los
promotores de tipo constitutivo como, por ejemplo, efectos pleiotropicos indeseables, un

coste energético excesivo que redunda en un descenso de la produccion, etc. Con todo, lo
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cierto es que probablemente el 90% (o mas) de los experimentos de transformacion 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
expresion de los transgenes, no siempre son utiles cuando se utilizan en especies distintas a

la especie de la que procede el promotor en cuestion.

A titulo de ejemplo, el promotor EPSPS de petunia promueve un elevado nivel de
expresion en los pétalos de las flores de petunia (Gasser et al, 1988), pero genera un débil
nivel de expresion en los pétalos de las flores de tabaco, pese a que ambas especies

pertenecen a la misma familia (Benfey y Chua, 1989).

Lo ideal seria disponer de secuencias reguladoras especificas para cada especie. En
este sentido, nosotros disponemos de un material potencialmente muy interesante para el
aislamiento de secuencias de regulacion especificas de tomate que podrian ser empleadas
en un futuro para dirigir la expresion de genes candidatos en experimentos de

transformacion genética en esta especie.

Otro aspecto que queriamos conocer era si las progenies de las plantas transgénicas
exhibirian los patrones de expresion caracteristicos de sus progenitores. Nosotros
realizamos los analisis de expresion del delator en transformantes primarios (TG1) y podria
darse la circunstancia de que, debido a cambios de tipo epigenético o a cualquier otro tipo
de efectos, los patrones de expresion que se habian observado en estas plantas no se
manifestaran de igual forma en la progenie. Por esta razén, decidimos realizar algunos
analisis de expresion del delator con un grupo de descendencias TG2 procedentes de
plantas TG1 que habian exhibido un patrén caracteristico. Los resultados obtenidos en

estas lineas se pueden ver en la tabla 19.
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Tabla 19. Analisis de la expresion del gen delator en plantas TG1 y en sus correspondientes progenies
TG2

Andlisis en TG1 Andlisis en TG2
Linea Patron espacial tincion GUS Plantas Segreg. Patrén espacial tincion GUS Segreg.
T-DNA Veget. Flor Fruto analizadas GUS Veget. Flor Fruto Kan®'®
7ET73 10 2 3R: 1S

1

56 ET73 10 3R: IS
84 ET73 10 3R: 1S

O N0

—_—

N | oo

131 ET73 10 3R: 1S

195 ET73 - 10 3R: 1S

En la mayor parte de las lineas evaluadas, los resultados obtenidos en TG2 coinciden

P RER )

con los observados en TG1.

Por ejemplo, en la TG1 de la linea 7 ET73 se observo expresion del delator en los
estambres y ovulos de las flores y en los embriones del fruto. En TG2, se analizaron 10
plantas y en 9 de ellas la expresion se detectd de nuevo en estambres y 6vulos de las flores,
asi como en los embriones del fruto. En el genotipo 52 ET73 (TG1) la expresion se
observé en los estambres, ovario y 6vulos de la flor y en los embriones del fruto. En la
TG2, 8 plantas mostraron el mismo patron de expresion. En el genotipo 56 ET73 (TG1) la
expresion se observo 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 patréon de expresion. En el genotipo 84
ET73 (TG1) la expresion se observo en hojas adultas (pero no en las hojas jovenes), en los
sépalos, pétalos, estambres, estilo, ovario y 6vulos de la flor y en el mucilago, placenta y
los embriones del fruto. En la TG2, § plantas mostraron el mismo patrén de expresion. En
el genotipo 131 ET73 (TG1) la expresion se observo sélo en hojas. En la TG2, 6 plantas
mostraron el mismo patrén de expresion. En el genotipo 219 ET73 (TG1) la expresion se
observo solo en los embriones del fruto. En la TG2, 6 plantas mostraron el mismo patrén

de expresion.

Se analizaron mas de 20 progenies TG2 y en la mayor parte de las lineas evaluadas el
patron de expresion del delator en las plantas TG2 era idéntico al que se habia visto
previamente en la TGIl. Las plantas que no dieron expresion del delator eran
supuestamente plantas acigbticas que, tras la segregacion 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 lineas donde observamos
correlacion en el patron de expresion GUS en TGl y TG2, la TG2 tenia un patrén de
segregacion 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

segregacion sobre la base de la capacidad para crecer en este medio selectivo).

TG1 hemicigotica

~

e — YN
— N

Y4 homocigoéticas Y5 hemicigéticas V4 aciglticas

— N
l@
—

Figura 8. Segregacion del T-DNA en la descendencia para el caso de una sola insercion

El tnico aspecto que no fuimos capaces de valorar en el andlisis de las plantas que
segregaban para una sola copia del T-DNA fue la correspondencia de la intensidad de
tincion GUS entre las plantas TGl y las TG2 (positivas). En este sentido, cabe la
posibilidad de que, si la expresion es dependiente del niimero de copias, las plantas
homocigoticas de la TG2 muestren mayor nivel de expresion del delator que las
hemicigoéticas (y que la TG1, también hemicigotica). En nuestro caso, no observamos, al
menos aparentemente, diferencias en lo que se refiere a la intensidad de la tincion del

delator en las diferentes plantas TG2.

Lo que si observamos en unas pocas lineas fue que el patron de expresion del delator
no era exactamente igual en la TG1 y en las plantas (positivas) de la TG2. A titulo de
ejemplo, en el genotipo 29 ET73 (TGl) la expresion se observo en las hojas, en los
sépalos, pétalos, estambres, ovario y évulos de la flor y en todos los tejidos del fruto. En la
TG2, 8 plantas mostraron el mismo patron de expresion que la TG1, pero en 2 plantas solo
se vio la expresion en las hojas, en los estambres de la flor y en el pericarpio, placenta y
embriones del fruto. En el genotipo 128 ET73 la expresion se observo en los estambres de
la flor y en el pericarpio, mucilago y embriones del fruto. En la TG2, 3 plantas mostraron

el mismo patron de expresion que la TG1, pero en 7 plantas la expresion del delator se vio
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en los sépalos, estambres y estigma de la flor y en el pericarpio, mucilago, placenta y

embriones del fruto.

Conviene sefalar que en los casos en los que no habia concordancia, los patrones de
expresion de las plantas TGl y TG2 no fueron diametralmente opuestos. Es decir, en
algunas plantas TG2, el delator se expresaba en algunas zonas que no se habian tefiido en

la TG1, o viceversa.

Una de las posibles explicaciones es que la ausencia de tincion GUS en algunos
tejidos o células se deba a un problema relacionado con la reaccion histoquimica en esos
tejidos o células durante la incubacion de las muestras. No obstante, en algin caso concreto
lo que podria ocurrir es que las diferencias observadas en plantas TG1 y TG2 se deban a la
insercion de mas de una copia del T-DNA. Por ejemplo, si se insertan 2 copias, el gen
delator de cada una de ellas podria activarse por un elemento de regulacion diferente,
dando no uno, sino dos patrones de expresion diferentes. En este caso, la TG1 exhibiria el
patron de expresion conferido por la suma de los dos elementos de regulacion etiquetados
y en la TG2 se detectarian tres patrones de expresion del delator diferentes: uno idéntico a
la TG1, que se produciria en las plantas TG2 con dos copias, y dos diferentes y

complementarios, que se verian cuando se expresen cada una de las copias por separado.

De hecho, en alguna de las lineas en las que no se observaba correlacion estricta, el
analisis de la segregacion en medio con kanamicina indicaba la presencia de més de una
copia (en algunos casos, los datos sugerian una segregacion 15:1). En estos casos, habra
que realizar andlisis Southern y evaluaciones mas exhaustivas tanto en la TG2 como, sobre
todo, en las descendencias TG3, a fin de contrastar estas hipotesis con las lineas

seleccionadas.
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3. IDENTIFICACION DE MUTANTES EN LA COLECCION DE LINEAS T-DNA

3. 1. Caracterizacion fenotipica del cultivar de tomate p73

Habida cuenta de que para llevar a cabo la identificacion y la posterior
caracterizacion fenotipica 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 coleccion de plantas transgénicas

decidimos realizar una caracterizacion fenotipica 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 ltima hoja, la cual
desarrolla un tallo secundario que crece como una prolongacion 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 estan
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 demaés 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 mas 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

abscision, es hipogina con 6 sépalos, 6 pétalos y 6 estambres dispuestos de forma

helicoidal que envuelven al pistilo (figura 10c).

102

Y » 6,4+ 2,5 flores
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21,8 £9,8 cm
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Figura 9. Esquema representativo del patron de crecimiento de las plantas del cultivar p73 de
tomate. Numero y longitud (cm) de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia y entre inflorescencias,
y niimero medio flores en las primeras 7 inflorescencias.

La caracterizacion fenotipica se llevo a cabo con 10 plantas.
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pedicelo

raquilla
peciolo
raquis

Figura 10. Diferentes estructuras de una planta de tomate del cultivar p73: a) hoja; b) inflorescencia;
¢) flor; d) fruto.

Tabla 20. Numero de flores y frutos desarrollados en las 7 primeras inflorescencias de tomate p73.

Planta N° inflor. N° flores Flores/inflor. N° 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 33
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 +04

Los frutos constituyen una baya globosa y redondeada, de color rojo en su
maduracion (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 loculos, embebidas en el mucilago y unidas a la placenta a través del
funiculo. Las semillas tienen forma lenticular, con un didmetro de 3 a 5 mm, y estan
constituidas por el embridn, el endospermo y la testa. El embrion, a su vez, contiene la

yema apical, dos cotiledones, el hipocotilo y la radicula.
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Tras el estudio del desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas de fenotipo
silvestre, decidimos definir los caracteres que ibamos a tener en cuenta a la hora de evaluar
las lineas 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 lineas T-DNA.

Categoria

Caracter

Morfologia de la hoja

Color de la hoja

Tamafio de la planta

Habito de crecimiento

Floracion
Inflorescencia

Morfologia de la flor

Color de la flor

Esterilidad

Tamatfio del fruto
Morfologia del fruto
Color del fruto
Maduracion del fruto
Partenocarpia
Semillas

Tamaiio de la hoja

Complejidad de la hoja

Textura de la hoja

Otros

Clorosis

Jaspeados

Color verde mas intenso

Otros

Planta pequefia

Planta muy pequena

Ritmo de crecimiento
Ramificacion lateral

Otros

Tiempo de floracion

Arquitectura de la inflorescencia
Numero de flores por inflorescencia
Cambio homedtico

Tamafo

Numero de érganos por verticilo
Otros

Tonalidades mas claras
Tonalidades mas oscuras
Esterilidad masculina y/o femenina
Mayor o menor tamario
Morfologia distinta al WT

Color distinto al WT

Maduracion acelerada o retardada
Desarrollo de frutos sin semilla
Germinacion

Otros

Por lo que respecta a la exposicion de los resultados, el capitulo de mutagénesis
insercional se ha dividido en dos secciones, en funcién de las alteraciones fenotipicas
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 esta

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 tltimo, dentro de
cada uno de estos apartados, en primer lugar se describen los mutantes que se han
identificado en la coleccion de plantas transgénicas que portan construcciones
convencionales (i.e. con un gen marcador y un gen delator) y, a continuacion, se describen
los mutantes que se han identificado en la coleccion de plantas transgénicas con la trampa

de intensificadores.

Por lo que respecta a estos Ultimos, con independencia de la denominacion que
recibe cada mutante (que, de una u otra forma, alude al aspecto o aspectos que mas
llamaron la atencion al identificar el mutante en cuestion), se ha utilizado un cdédigo que
permita diferenciarlos de los que se han obtenido con vectores convencionales. En
concreto, el codigo de los mutantes obtenidos con la trampa de intensificadores (por
ejemplo, 127 ET 73) incluye un nimero (que alude al orden con que se han ido generando
las lineas 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 exposicion lo més sucinta posible, hemos optado por
describir s6lo aquellos mutantes en los que se ha realizado una caracterizacioén fenotipica
exhaustiva o aquellos que nos han parecido mas interesantes. Aun asi, en la mayor parte de
los casos se ha optado por hacer una descripcion breve de dichos mutantes. No obstante, al
final de algunos apartados, se describen las alteraciones fenotipicas mas 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 pleiotropicos y, en este sentido, se podrian 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

caracter que de manera mas notable contribuyd a su identificacion.
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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 coleccion de plantas transgénicas con construcciones

convencionales

Se caracterizaron 262 lineas T-DNA en TG1 y se detectaron 26 con alteraciones en

el desarrollo vegetativo. Los mutantes de mayor relevancia se describen a continuacion.

vitro blooming (cédigo 10b P4)

Este mutante procede de una transformacion realizada con una construccion que

porta el gen marcador nptll y el gen delator UidA.

Fenotipo de las plantas en cultivo in vitro. Las primeras alteraciones fenotipicas se

observaron in vitro. En estas condiciones, las réplicas clonales iniciales de la TG1
desarrollaban flores (figura 11a) y de ahi su nombre. Conviene sefialar que las plantas de
tomate p73 cultivadas in vitro nunca desarrollan estructuras reproductivas en cultivo in

vitro (figura 11d)

Al principio, era habitual la formacion de un callo de tipo friable en la base del tallo,
lo que dificultaba el enraizamiento de la planta en un medio disefiado para tal fin (figura
11a y b). La formacion del callo se normalizé con el tiempo. En las réplicas clonales de la
TG1 con un sistema radicular desarrollado, el porte de las plantas era débil, con un tallo

delgado, menor longitud internodal y hojas mas pequenas (figura 11c).

Figura 11. Detalles del crecimiento de vitro blooming respecto al WT en cultivo in vitro: a) aparicion
de flores en una réplica clonal de vitro blooming; b) formacion de un callo en la base del tallo de vitro
blooming; c) desarrollo vegetativo caracteristico de vitro blooming; d) fenotipo caracteristico de una
planta de tomate p73 en cultivo in vitro.
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Morfologia y color de la hoja: En el invernadero, tanto las hojas como los foliolos del

mutante eran de menor tamafio y de morfologia diferente (figuras

tenian un color verde mas claro (figura 12a).

Figura 12. Detalles del crecimiento de vitro blooming respecto al WT en
condiciones de cultivo in vivo: a) aspecto de la planta de vitro blooming (izda.) y de
p73 (dcha.) en el invernadero; b) hoja de vitro blooming (izda.) y de p73 (dcha.); ¢)

foliolo de una hoja de vitro blooming (izda.) y de p73 (dcha.).

12b y 12¢). Las hojas

“

5 8 3

21,00
21,20

14,50
13,60
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320

Inflorescencias

Figura 13. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo del mutante vitro blooming con

respecto a p73: a) longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3, etc.;

b) nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3, etc.)
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Tamafio y héabito de crecimiento del mutante: se trata de una planta de menor tamafio que

exhibia, tal y como se habia visto previamente in vitro, un porte mas débil. El tallo del

mutante era mas delgado que el de p73 (figura 12a).

Respecto a las plantas de fenotipo silvestre (p73), se vio que vitro blooming poseia
una menor longitud hasta la primera inflorescencia. Entre inflorescencias ocurria algo

similar aunque las diferencias no eran significativas (figura 13a).

Por otro lado, vitro blooming desarrolld un menor nimero de fitomeros hasta la
primera inflorescencia y, en cambio, un mayor numero de fitdbmeros entre inflorescencias

(figura 13b).

Tiempo de floracion: Teniendo los resultados obtenidos en torno a la longitud del primer

fitbmero (mucho menor en el mutante que en el WT) y al numero de fitdbmeros hasta la
primera inflorescencia (menor en el mutante que el WT) podria parecer que vitro blooming
es un mutante de floracion temprana. En realidad, no es asi. El mutante vitro blooming
exhibio un adelanto de la floracién en el espacio (figura 13a y 13b) pero no en el tiempo,
ya que tenia un ritmo de crecimiento muy lento. En este sentido, las plantas de fenotipo
mutante desarrollaron la primera inflorescencia cuando las de fenotipo silvestre ya habian

desarrollado 2 o 3 inflorescencias.

Viviparidad: Uno de los aspectos mds espectaculares de este mutante fue la elevada
viviparidad en las hojas (figura 14). Aunque en las plantas de fenotipo silvestre hemos
observado ocasionalmente el desarrollo de estructuras viviparas, nunca habiamos visto una

proliferacion tan exagerada como la que exhibia vitro blooming.

En cualquier caso, el aspecto més interesante fue el desarrollo de flores en estas
estructuras de naturaleza vivipara. Como puede verse en la figura 14c, algunas de estas
flores, exhibian severas alteraciones del desarrollo, principalmente mayor niimero de
organos por verticilo. Este tipo de alteraciones es probable que se deba a la fusion de varias

estructuras florales que se forman directamente a partir del raquis de la hoja.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia de vitro blooming fue similar a la de
p73, pero el nimero de flores que se formaban en cada inflorescencia era menor. Por
término medio, el nimero de flores por inflorescencia en vitro blooming era 4,29 + 0,82,

mientras que en p73 es 6,97 £ 0,73 cm.
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Figura 14. Detalle de la viviparidad en hojas de vitro blooming: a) inicio de la formacion de
estructuras viviparas en el raquis de la hoja; b) desarrollo extremo de las estructuras viviparas; c)
formacion de flores en las estructuras viviparas; d) detalle de las flores que aparecen por viviparidad.

Figura 15. Detalle de las flores del mutante vitro bloming (izda.) respecto a las
de p73 (dcha.).
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Tamafio, morfologia y color de la flor: las flores de vitro blooming eran mas grandes,

debido principalmente al mayor tamafio de los pétalos, y presentaban un cono estaminal no
fusionado compuesto por un mayor nimero de estambres (figura 15). No obstante, el
numero de sépalos y pétalos fue similar al de las flores de p73. Asimismo, los carpelos no

exhibian alteraciones aparentes en los distintos estadios florales.

Caracteres relacionados con el fruto: vitro blooming exhibié un escaso porcentaje de
cuajado. Los pocos frutos que cuajaron eran partenocarpicos y exhibian importantes
alteraciones morfolédgicas. En este sentido, se formaban frutos tipo navel o con mamelones

en la zona por la que se desprende el estilo (figuras 16a y 16b).

Pese a los intentos para obtener descendencia mediante polinizacion manual, no
pudimos obtener la TG2. En cambio, si fuimos capaces de obtener unas 80 semillas en un
retrocruce utilizando el mutante como receptor de polen. Esto parece apuntar hacia

problemas de fertilidad masculina.

Figura 16. Fructificacion de vitro blooming. a) Detalle de un fruto de vitro blooming en
estadio verde maduro, b) frutos de vitro blooming (izda.) respecto a los de p73 (dcha.).

El nimero de semillas obtenido en el retrocruce vitro blooming x p73 es escaso, pero
estas semillas pueden tener un gran valor. En efecto, el andlisis Southern realizado en el
laboratorio de los Dres. Lozano y Angosto en la UAL indica que vitro blooming tiene
multiples inserciones del T-DNA. Por ello, antes de abordar la clonacién del gen (o genes)
cuya alteracion provoca el fenotipo caracteristico del mutante es necesario separar la copia
(o copias) que generan el fenotipo en cuestion. Teniendo en cuenta que la mutacion tiene

efectos de tipo dominante, semidominante o aditivo, en trabajos futuros abordaremos la
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separacion de la copia (o copias) con efecto insercional a partir de las semillas de

retrocruce.
sharp pointed leaf 9 (codigo 9a Sp)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccioén

que porta el gen marcador nptll y el gen delator GFP.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran jaspeadas y de un tono verde mas

claro. La longitud de la hoja era similar a la del testigo. Los foliolos eran mas estrechos, de

mayor longitud y con 16bulos méas marcados que los de p73 (ver figura 17 y 18)

Figura 17. Morfologia de la hoja de Sharp pointed leaf 9 (izda.) respecto a p73 (dcha.): a) hojas

jovenes, b) hojas maduras.

Tamaio y habito de crecimiento del mutante: el mutante exhibié menor tamafio que p73,

de forma que a los dos meses la planta s6lo tenia unos 80 cm de altura (figura 18b).

Figura 18. Crecimiento de Sharp pointed leaf 9 en invernadero: a) detalle del color y
morfologia de las hojas jovenes; b) planta de dos meses y unos 80 cm de altura.
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Figura 19. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de sharp pointed leaf 9. a)
Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...), b) numero
de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

En sharp pointed leaf 9, la longitud hasta la primera inflorescencia fue menor que en
p73. Entre inflorescencias no se observaron diferencias claras en uno u otro sentido (figura

19a). En general, la longitud internodal en sharp pointed leaf 9 fue ligeramente menor que

en p73.

Por otro lado, sharp pointed leaf 9 desarrollé un menor nimero de fitobmeros hasta la
primera inflorescencia (figura 19b). Entre inflorescencias, el numero de fitdbmeros fue mas

0 menos similar.

Tiempo de floracién: sharp pointed leaf 9 exhibi6 un adelanto de la floracion en el espacio

(figura 19a y 19b) pero no en el tiempo, ya que este mutante mostré un ritmo de
crecimiento muy lento. Las plantas de fenotipo mutante desarrollaron la primera
inflorescencia cuando las de fenotipo silvestre ya habian desarrollado més de 2 o 3

inflorescencias.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73 pero el nimero

de flores por inflorescencia fue menor. Por término medio, el nimero de flores por
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inflorescencia en sharp pointed leaf 9 era 4,08 + 0,80 mientras que en p73 es 6,97 £ 0,73

cm.

Tamafio, morfologia y color de la flor: el tamafo de la flor era similar al de p73 pero los

pétalos eran mas estrechos y en ocasiones exhibian tonos verdes en algunas zonas (figura
20a y 20b). Las flores desarrollaron un cono estaminal no fusionado con estambres

curvados (figura 20b).

El nimero de sépalos y pétalos fue similar al del p73. Asimismo, los carpelos no

exhibian alteraciones aparentes en los distintos estadios florales.

Figura 20. Detalle de la flor del mutante Sharp pointed leaf 9 (a 'y b) respecto a la de p73 (¢).

Caracteres relacionados con el fruto: sharp pointed leaf 9 exhibid un escaso

porcentaje de cuajado. Los pocos frutos que cuajaron eran similares a los del cultivar
original (p73) y tenian semillas. De hecho, en este caso si se pudo obtener la TG2 (aunque

el nimero de semillas fue escaso) y ademads se consiguieron algunas semillas del retrocruce

spl9 (2) x p73 (3).
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necrotic leaf (cé6digo 120b P4)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator UidA.

Figura 21. Hoja de necrotic leaf: a) morfologia de la hoja y sintomas de senescencia temprana en
los bordes del foliolo en una planta cultivada en el invernadero; b) tamafio de la hoja del mutante
(izda.) respecto a la de p73 (dcha.); c¢) detalle de un foliolo de la planta mutante.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante fueron de menor tamano que las de

p73. Las hojas exhiben un ligero jaspeado, por lo que parecen tener un color verde algo

menos intenso que las del WT.

Necrosis en el borde de las hojas. El cardcter que inicialmente nos llamé mas la atencion

fue la aparicidon sintomas prematuros de necrosis en los bordes de los foliolos (figura 21).

Conviene resaltar que la necrosis precoz se observa incluso en hojas jovenes.
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Tamafio y hébito de crecimiento del mutante: la planta del mutante tenia un tamafio similar
a la de p73. La longitud hasta la primera inflorescencia fue menor que en p73, pero entre

las restantes inflorescencias no se observé una tendencia clara (figura 22a).

Hasta la primera inflorescencia, necrotic leaf desarrollé menos fitdmeros que p73. En

cambio, entre inflorescencias, el nimero de fitomeros fue mayor (figura 22b).
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Figura 22. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de mottled leaf 120. a)
Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...), b) nimero
de fitomeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

Tiempo de floracidon: Conviene resaltar que el mutante necrotic leaf exhibid un adelanto de

la floracion en el espacio (figura 22a y 22b) pero no en el tiempo, con un ritmo de

crecimiento similar al de p73.

Hasta la fecha no se ha realizado el Southern y por tanto no sabemos el nimero de
inserciones. Si tuviera varias inserciones puede que las diversas alteraciones observadas en
necrotic leaf se deban no a una, sino a dos o mas inserciones, en cuyo caso seria factible

separar los efectos que produce cada inserciéon empleando semillas de un retrocruce.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73 pero el numero
de flores por inflorescencia fue menor. Por término medio, el nimero de flores por

inflorescencia en necrotic leaf fue 4,33 £ 0,81 mientras que en p73 es 6,97 + 0,73 cm.
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Tamafio, morfologia y color de la flor: No se apreciaron diferencias respecto al WT.

Caracteres relacionados con el fruto: necrotic leaf exhibi6 un escaso porcentaje de cuajado.

Los frutos que cuajaron eran similares a los de p73, aunque tenian poca semilla y ésta

presentd problemas de germinacion.

Conviene resaltar que se dispone de semillas de n/ (?) x p73 (2).

Dwarf 17 (cédigo 17a Tm)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que consta del gen marcador nptll y del gen delator GFP.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamafo (tanto la

longitud de la hoja como el calibre de los foliolos) y de un tono verde més claro (ver figura

23).

Figura 23. Detalle de la hoja de dwarf 17 (izda.) respecto a la de p73 (dcha.).
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Tamafio y habito de crecimiento del mutante: el mutante tenia menor tamafio que p73. A

los dos meses y medio, las plantas del mutante tenian 1/3 de la longitud de las de p73

(figura 24).

Figura 24. Crecimiento de dos réplicas clonales
de la TG1 de dwarf 17. Obsérvese que las dos
réplicas clonales miden unos 60 cm tras dos

meses y medio de cultivo. En ese mismo periodo,

las plantas de p73 alcanzan una altura aproximada

de 180 cm.
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Figura 25. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo de dwarf 17: a) Longitud

hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...); b) niimero de

fitbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
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La longitud hasta la primera inflorescencia en el mutante fue mucho menor que en

p73. Entre inflorescencias ocurria basicamente lo mismo (figura 25a).

Por otro lado, dwarf 17 desarrolld6 menos fitdbmeros hasta la primera inflorescencia

pero mas fitdbmeros entre inflorescencias (figura 25b).

Tiempo de floracién: El mutante exhibié un adelanto de la floracion en el espacio (figura
25a 'y 25b) pero no en el tiempo. Al igual que en otros mutantes, el ritmo de crecimiento
era muy lento. Las plantas de fenotipo mutante desarrollaron la primera inflorescencia

cuando las de fenotipo silvestre ya tenian en torno a 3 inflorescencias.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73, pero el nimero
de flores que aparecian en cada inflorescencia era menor. Por término medio, el nimero de

flores por inflorescencia en dwarf 17 fue 4,8 = 0,3 mientras que en p73 es 7,1 £ 0,33 cm.

Tamaio, morfologia y color de la flor: No se apreciaron diferencias respecto al WT.

Caracteres relacionados con el fruto: las plantas de dwarf 17 tenian menos frutos que las de

p73, pero los frutos eran similares a los del testigo.
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Otros mutantes con efectos dominantes, semidominantes o aditivos de la coleccion de

plantas transgénicas con construcciones convencionales

De forma muy resumida, en la tabla 22 se pueden ver otros mutantes que se

detectaron en la coleccion de lineas T-DNA obtenidas con construcciones estandar.

Tabla 22. Otros mutantes para caracteres vegetativos detectados en TG1

Genotipos

Fenotipos observados

curly leaf (22a Cf) (figura 26a y 26b)y reversible
spiral branching (40d P4)

53a Cf, 71a P§, 10a P3 y 63a P4

62c Cfy 270a Cf

2b P3

Sharp pointed leaf 78 (78a Cf)
71a P9
Dwarf 16 (16a P2), dwarf 64 (64a P4), 21c P6 y 76a

P4 (figura 26¢)
18a P9
58a P8
63 a P8

Waxy leaf (51a Sp)

Mottled leaf 150 (150b Sp)
Wrinkled leaf (185b Sp)

68a P4

Hojas arrugadas durante las primeras etapas de
crecimiento que revertian tras un periodo prolongado
de cultivo en el invernadero.

Plantas que exhibieron un ritmo de crecimiento lento
y un porte débil. Estas plantas no cuajaron frutos.

Plantas que exhibieron un ritmo de crecimiento lento
y desarrollaron hojas jaspeadas. Estas plantas
cuajaron pocos frutos.

Plantas que exhibieron un ritmo de crecimiento lento
y desarrollaron hojas jaspeadas. En esta planta no
cuajo ningln fruto.

Planta de porte débil y hojas jaspeadas.
Planta enana que no llego a desarrollar flores.

Plantas muy compactas que desarrollaron pocos
frutos.

Planta de porte enano y hojas de tonalidad verde
claro. No desarroll6 flores.

Planta de porte compacto con algunas alteraciones
en las flores.

Planta de porte compacto. Flores aparentemente
normales. En estas plantas no cuajaron frutos.

Planta con hojas pequefias y céreas. No cuajaron
frutos.

Planta con hojas jaspeadas.

Planta con las hojas arrugadas. Cuajaron pocos
frutos con pocas semillas

Planta son sintomas similares a los provocados por
una infeccidn virica y flores muy pequenas.
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120

Figura 26. Curly leaf: a) hojas curvadas y
arrugadas durante las primeras etapas de
crecimiento, b) morfologia de la hoja del
mutante (dcha.) respecto al testigo (izda.).

¢) 76a P4: planta de porte compacto (tamafio
tras 5 meses de cultivo en invernadero).
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3.2.1.b. Mutantes de la coleccion de plantas transgénicas con la trampa de

intensificadores

De la coleccion de lineas 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 continuacion.

14 ET73 (compact 1b)

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamafio que las del

testigo. Los foliolos eran mas estrechos y lobulados (figura 27a), y el color de un tono

verde mas claro. Los foliolos exhibian nervios muy pronunciados (figura 27¢)

Figura 27. Caracteristicas de la hoja de compact 1b (a 'y c) respecto a la del testigo (b).

Tamaio y hdbito de crecimiento del mutante: el mutante exhibié un porte compacto que,

junto al menor tamafio y color mas claro de la hoja, le daba un aspecto muy peculiar

(figura 28).
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Figura 28. Aspecto de compact 1b tras 4 meses de cultivo en el invernadero (a).
Comparacion del tamafio 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) niimero de
fitdbmeros 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 ocurria basicamente lo mismo (figura 29a).

El nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia fue similar al de p73, pero
entre inflorescencias (1* — 2% 2% — 3%) el numero de fitdbmeros fue algo mayor que en p73

(figura 29b).

Tiempo de floracién: el mutante exhibid un adelanto de la floracién en el espacio

(figura 29a) pero no en el tiempo. Ademas, 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 numero
de flores que se formaban en cada inflorescencia era menor. El nimero 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.

Figura 30. Flores de compact 1b: a) Desarrollo anomalo de las flores del mutante; b) Detalle
del pistilo de una flor en estadio de boton floral

Tamaio, morfologia 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 tamafio que las de p73 y
exhibian alteraciones importantes. Los sépalos eran de menor tamafio que el resto de los
verticilos, lo que permitia visualizar los pétalos en estadios anteriores a antesis (figura
30a). La mayor parte de las flores se desprendia de la inflorescencia sin llegar a cuajar
frutos, quizd debido a problemas de esterilidad masculina y/o femenina. El andlisis

histologico de flores cortadas longitudinalmente permitiéo que pudiéramos ver algunas de
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las alteraciones en los verticilos internos, como por ejemplo, estilo aberrante y muy
pequefio, pocos 6vulos, morfologia 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 (seglin sectores) en la piel (figura 31).

Los frutos se desarrollaron en plantas envejecidas, contenian muy poca semilla y ésta

no era viable.

Figura 31. Detalle de la morfologia y variegacion en la piel de los
frutos que se desarrollaron en las plantas del mutante compact 1b
(a) respecto a los frutos de p73 (b).

Patron de expresion del delator: El gen delator se expresod en el raquis de la hoja y el

peciolo del foliolo. En flores, se detectd expresion en anteras (antesis) y en algunos
tricomas del sépalo (figura 30b). En fruto el delator se expres6 en el pericarpio. De
momento, no se ha encontrado ninguna asociacion entre el fenotipo de compactlb
(entendido como el conjunto de alteraciones que presenta el mutante) y el patrén de

expresion del delator.

Numero de insertos: El analisis Southern realizado en el laboratorio de los Dres. Lozano y

Angosto indica que el mutante tiene una sola insercion.
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343 ET73

Morfologia y color de la hoja. Las hojas del mutante eran de menor tamafio que las del

testigo, jaspeadas y de un tono verde mas claro.

Tamaio y habito de crecimiento del mutante. El mutante exhibié un porte mas compacto

que p73, pero su fenotipo no se parecia en nada al del mutante compactib (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 numero de fitomeros hasta la primera inflorescencia, asi como entre

inflorescencias, fue mayor en el mutante 343 E773 que en p73 (figura 32b).

El mutante exhibi6 un ritmo de crecimiento muy lento.
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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) numero de fitobmeros hasta la
primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
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Tiempo de floracién: el mutante exhibio un claro retraso de la floracidon 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.

Tamaio, morfologia y color de la flor: las flores del mutante eran de menor tamafio 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¢).

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; ¢) Curvatura de los estambres y sépalos en estadios previos a antesis; d) Flor en estadio de
antesis. Obsérvese la falta de fusion en el cono estaminal

Los pétalos eran de color amarillo pélido, 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

desarroll6é frutos de morfologia idéntica a la del testigo aunque de menor tamafio. Los
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frutos contenian muy pocas semillas. Aln asi, las pocas semillas que se pudieron obtener
eran viables, lo que permiti6 hacer la evaluacion de una pequefia muestra de la

descendencia TG2.

Patron de expresion del delator. No se observo expresion del gen delator en las estructuras

vegetativas analizadas; en cambid si se detectd expresion en flores.

En concreto, en el estadio de botdn floral, se observo una expresion tenue en sépalos.
Esto podria ser interesante porque puede darse el caso de que esa expresion “tenue” se
localice en las células precursoras de los tricomas. De ser asi, habria una asociacion entre
el patron de expresion del delator y este aspecto fenotipico particular. No obstante, antes de
poder llegar a tal conclusion, hay que hacer un analisis mas detallado a nivel histologico,
estudiando el patron de expresion GUS en las etapas mas tempranas del desarrollo de la

flor.

También se observo expresion GUS en anteras, tanto de flores en preantesis (nivel de
expresion moderado) como de flores en antesis (nivel de expresion alto). En este caso, si
puede haber correspondencia entre la expresion GUS en anteras y el fenotipo relacionado

con la falta de fusidon del cono estaminal.

Numero de insertos: El analisis Southern realizado en la UAL indica que el mutante tiene

dos inserciones.

Analisis fenotipico en la descendencia TG2. Debido al escaso nimero de semillas en los

frutos de las plantas TG1 (debido, probablemente, a que la falta de fusion del cono
estaminal dificulta la autofecundacion natural) s6lo se pudieron cultivar 12 plantas TG2 en

el invernadero.

Lo primero que se observo fue un retraso en el desarrollo de las plantulas de la TG2,
respecto a p73. Las plantulas TG2 tenian cotiledones pequefios y con algunas
malformaciones (figura 34a). Este hecho se observo en todas las plantulas que germinaron.
Mas tarde, se pudo ver que todas las plantas TG2 exhibian un ritmo de crecimiento muy
lento. A los tres meses de cultivo en el invernadero se observo que todas las plantas TG2
tenian hojas jaspeadas y de color mas claro, un fenotipo similar al que exhibia la TG1

(figura 34c y 34d).

Entre las 12 plantas de la TG2, no encontramos ninguna de fenotipo WT. Es mas,

algunas TG2 tenian un fenotipo mas extremo que las restantes y que la propia TG1 (figura

127



nesuLaaoy

34c). En realidad, esto no resulta nada extrafio si considera que la TGl tenia dos

inserciones.

Figura 34. Detalles relacionados con el desarrollo vegetativo de la descendencia (plantas TG2) del
mutante 343 ET73: a) Plantulas TG2 de 343 ET73 en estadio cotiledonario (izda.) TG2 en
comparacion 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 mas extremo; d) Detalle del jaspeado de las
hojas, similar a lo observado en la TG1.

En efecto, si denominamos como A y B las dos inserciones (siendo a y b, los alelos
nulos de los correspondientes /oci), el fenotipo de la TG1 seria di-hemicigético (Aa Bb) y
la segregacion en la TG2 seria: 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 acigbticas para ambas (aa bb) es 1/16, al cultivar solo 12 plantas de la TG2 es
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muy probable que no se llegue a detectar ninguna de esta clase (acigotica y, por tanto, con
fenotipo WT). Si, en cambio, el fenotipo mutante estuviera causado por el efecto de una
sola insercion (con lo cual, la otra tendria un efecto nulo), en la TG2 las plantas de fenotipo
mutante deberian 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 mutacion insercional, la distribucion de fenotipos en la TG2 seria: %
mutantes + 4 WT. En términos de probabilidad, no cabe admitir esta hipotesis porque al
cultivar 12 plantas de la TG2 deberiamos haber encontrado al menos una de fenotipo WT

con una probabilidad de fallo menor del 5 %.

Asi pues, en principio, la hipdtesis que parece mas probable es que el fenotipo
mutante esté causado por ambas inserciones. De ser asi, las dos copias tienen un efecto
pleiotropico porque lo que denominamos como fenotipo mutante es un conjunto de

caracteres fenotipicos.

Por otro lado, la existencia de plantas TG2 de fenotipo mas extremo que la TG1 (y
que las restantes plantas de la TG2) se podria explicar por un efecto de dosis. Es decir,
podria ser que las plantas homocigoéticas para ambas inserciones (AA BB) o para una de
ellas combinada con la otra (AA Bb + Aa BB) tengan un fenotipo mas extremo. Una
hipotesis alternativa es que exista algun tipo de interaccion entre ambas copias, por

ejemplo algln tipo de epistasia.

De momento, no podemos inclinarnos por una u otra de las hipdtesis 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. Asi pues, en
trabajos ulteriores, obtendremos mas semillas TG2 (mediante polinizaciéon manual, a fin de
evitar el problema que ocasiona la falta de fusion 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 conclusion clara.
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605 ET73

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamafio que las del

testigo, pero sus foliolos eran mas estrechos y con l6bulos mas pronunciados. La hoja tenia

una tonalidad verde clara (figura 35).

Figura 35. Planta de fenotipo mutante a los
tres meses de cultivo (a) en la que se puede
ver la morfologia caracteristica de la hoja (b).
Tamafo, color y morfologia de la hoja del
mutante 605 ET73 (c) respecto a la del
testigo (d).

[

Tamafio y habito de crecimiento del mutante: el mutante exhibié un patrén de crecimiento

diferente en funcién de las condiciones medioambientales del invernadero.

Cuando el cultivo de la TGI se llevo a cabo en un invernadero con una humedad
relativamente baja y con una luz mas natural durante el periodo diurno (invernadero 1) la

planta tenia un porte mas compacto ver (figura 38a). En este caso, la longitud hasta la
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primera inflorescencia fue menor que en p73. Entre inflorescencias ocurria basicamente lo
mismo (figura 36a). En cambio, el nimero de fitomeros entre inflorescencias no fue
diferente respecto a p73 (figura 36b). La longitud internodal de 605 ET73 fue mucho

menor que en p73.

Longitud (cm)

W605 ET73 46,00 12,50 9,00 9,50 11,50
Wp73 79,60 20,10 21,20 24,60 13,60

Inflorescencias

on

Numero de fitdbmeros

B vm ull Bm

0-1 1-2 2-3 3-4 4-5

W605 ET73 11,50 3,00 2,50 2,50 3,00
Wp73 10,50 2,40 2,00 3,20 2,40

Inflorescencias

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)
numero de fitbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
Sorprendentemente, al cultivar la planta en un invernadero con una elevada humedad
relativa y en el que las plantas se encuentran mas bien expuestas a una iluminacién 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 1* y 2% inflorescencias era notablemente mayor (figura 37a). El nimero

de fitdbmeros entre inflorescencias fue similar al de p73 (figura 37b).

A pesar de las diferencias que ocasiona el ambiente en el patrén de crecimiento de
605 ET73, el resto de alteraciones en el desarrollo tipicas de este mutante (e.g.: morfologia

y color de la hoja) se manifestaron con la misma intensidad en los dos invernaderos.
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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)
nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
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sy
Figura 38. Detalle del crecimiento del mutante 605 ET73 en el invernadero
1, en el que la planta exhibié un porte mas compacto (a) y en el invernadero
2 donde el porte era similar al de p73 (b)

Tiempo de floracion: El mutante exhibié un adelanto en la floracion en el espacio (figuras

36 y 37) pero no en el tiempo ya que su ritmo de crecimiento fue mas lento que el de p73.
Ademas, 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 contenian menos flores. El numero 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.

Tamaio, morfologia y color de la flor: la flor se caracterizaba por tener pétalos mucho mas

estrechos que los de las flores de p73 y de color amarillo palido (figura 39a). Los restantes

verticilos eran aparentemente normales.
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Figura 39. a) flor de una de planta mutante (izda.) y de
p73 (dcha.). b) Morfologia de un fruto de 605 ET73.

Caracteres relacionados con el fruto: Tras 6 meses de cultivo en el invernadero, el mutante

desarroll6 frutos de morfologia idéntica a la del testigo (figura 39b), aunque de menor

tamaiio y partenocarpicos.

Numero de insertos: el andlisis Southern realizado en la UAL indica que la TG1 tiene

multiples insertos.

Patrén de expresion del delator: en estructuras vegetativas, se detectd expresion GUS en el

raquis de la hoja, peciolo y limbo del foliolo, asi como en el tallo. En estructuras

reproductivas la expresion se observo principalmente en sépalos (figura 40).

| Figura 40. Expresion del delator en

" la flor de una planta mutante
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744 ET73

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamafio que las del

testigo. Ademads, una caracteristica relevante de este mutante es que las hojas crecian
enrolladas (figura 41a), probablemente como consecuencia de un mayor crecimiento de la
zona abaxial respecto a la zona adaxial de la hoja. El verde de la hoja, y sobre todo del

raquis, era mas claro.

Figura 41. Tamafio, color y morfologia de la hoja del mutante 744
ET73 (a) respecto a la del testigo (b).

Tamaio y hdbito de crecimiento del mutante: Los brotes laterales que se desarrollan a

partir del crecimiento de las yemas axilares (cominmente conocidos como chupones) eran
de un tamafio reducido en comparaciéon con los de p73. Este hecho, sumado al desarrollo
caracteristico de las hojas (enrolladas sobre si mismas), influye de forma muy peculiar
sobre el porte de la planta (figura 42a). La mayor parte de mutantes compactos que hemos
detectado lo son en sentido vertical, es decir, para un momento del desarrollo dado, la
planta mutante alcanza una menor altura que el testigo, o dicho de otra forma, es mas
“achaparrada”. En cambio este mutante es mas compacto en sentido horizontal: la planta
alcanza la misma altura que el testigo pero parece como si se enrollara en el tutor, lo que le

da un aspecto realmente curioso (figura 42a).

Al igual que el raquis de la hoja, el color verde del tallo era mas claro que el de p73

(figura 42b)
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Figura 42. Detalle del porte de la planta (a).
Brotes formados a partir del desarrollo de
yemas axilares de una planta de fenotipo
mutante (b) y de p73 (c)
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Figura 43. Caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo del mutante 744 ET73. a)
Longitud hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...), b) nimero
de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
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La longitud hasta la primera inflorescencia era menor en el mutante que en p73.

Entre inflorescencias ocurria basicamente lo mismo (figura 43a).

Respecto al nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia y entre

inflorescencias, no se encontraron diferencias entre el mutante y p73 (figura 43b).
La longitud internodal era menor en el mutante que en p73.

Tiempo de floracién: el mutante exhibi6 un retraso de la floracion en el tiempo debido a

que tenia un ritmo de crecimiento muy lento.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia era similar a la de p73 aunque de un
tamafio pequefio. Por otro lado, el nimero de flores que se formaban en cada inflorescencia
era menor (en torno a 2-3 flores/inflorescencia). Muchas inflorescencias, especialmente las

primeras, desarrollaron pseudoflores.

' Figura 44. Detalle del desarrollo de un
fruto en una planta ya senescente
(cultivada durante mas de 6 meses) de

fenotipo mutante.

Tamaio, morfologia y color de la flor: las flores de las primeras inflorescencias no se

podian consideran como tales, sino que eran meramente pseudoflores. No obstante, en las
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inflorescencias siguientes aparecian flores, aunque de menor tamaio que las de p73 y con

alteraciones en los sépalos (sépalo tipo foliolo).

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante desarrollé unos pocos frutos en plantas ya

senescentes (figura 44) que se habian mantenido en el invernadero durante un largo
periodo de tiempo (> 6 meses). Los frutos eran pequefios, comparados con los de p73, y no

contenian semilla.

Numero de insertos: El anélisis Southern realizado en la UAL indica que el mutante tiene 2

inserciones.

Patron de expresion del delator: No se detectd expresion del delator en las partes

vegetativas y reproductivas evaluadas.

816 ET73

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamano que las de p73.

No obstante, lo més notable es que del raquis surgian foliolos simples y no compuestos
como en p73. Los bordes del foliolo exhibieron sintomas prematuros de marchitamiento o

necrosis (figura 45a). El color de la hoja era de un verde mas intenso.

Figura 45. Tamafio, color y morfologia de la hoja del mutante 816
ET73 (a) respecto a la del testigo (b).
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Figura 46. Detalles del mutante 816 ET73: a) planta de 4 meses en el
invernadero, b) inflorescencia (obsérvese la enorme longitud del eje de la
inflorescencia) y c¢) hoja con los bordes marchitados.

Figura 47. Fruto procedente del retrocruzamiento del mutante () con p73 (&).

Tamaio y hébito de crecimiento del mutante: la planta exhibi6 un porte débil y un ritmo de

crecimiento muy lento.

Tiempo de floracién: se observo un retraso de la floracion en el tiempo.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia era distinta a la de p73, con un eje

central de una longitud mucho mayor que la del testigo (figura 46b).

Tamafio, morfologia y color de la flor: las flores eran de mayor tamafio que las de p73, en

especial sépalos, pétalos y ovario.
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Caracteres relacionados con el fruto: No se pudo conseguir la TG2. So6lo se pudieron

obtener frutos en retrocruzamiento con p73 empleando el mutante como hembra. La
caracteristica mas relevante de estos frutos fue su morfologia de tipo cordiforme con

algunas semillas (figura 47).

860 ET73

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de similar tamafio que las de p73

pero con un mayor grado de complejidad (mayor nimero de foliolos de tamafio pequefio).
Las hojas desarrollaban mayor niumero de raquillas que las del testigo y eran de un color

verde mas claro (figura 48a).

Figura 48. Tamafio, color y morfologia de la hoja del mutante 860 ET73 (a)

respecto a la del testigo (b).

Tamaio y hébito de crecimiento del mutante: la planta exhibi6 un porte débil y un ritmo de

crecimiento muy lento.

Tiempo de floracién: el mutante exhibid un retraso de la floracion en el tiempo.

Inflorescencia: similar a la de p73.

Tamaio, morfologia y color de la flor: los sépalos y pétalos del mutante eran mas estrechos

que los de p73. Los estambres exhibian algunas alteraciones en el desarrollo y algunas
anteras tenian mayor longitud que otras, lo que ocasionaba la inclinaciéon del cono

estaminal.
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Caracteres relacionados con el fruto: desafortunadamente, no habia cuajado de fruto en el

mutante. El retrocruce con el testigo tampoco generé resultados satisfactorios.
Otros mutantes con efectos dominantes, semidominantes o aditivos de la coleccion de
lineas T-DNA con la trampa de intensificadores

De forma muy resumida, en la tabla 23 se pueden ver otros variantes que se detectaron en

la coleccion de lineas T-DNA con la trampa de intensificadores.

Tabla 23. Otros fenotipos variantes para caracteres vegetativos detectados en TG1

Genotipos

Fenotipos observados

108 ET73, 117 ET73 y 167 ET73

7 ET73, 215 ET73, 218 ET73, 228 ET73, 426 ET73,
536 ET73, 549 ET73, 573 ET73, 619 ET73, 674
ET73, 676 ET73, 777 ET73, 846 ET73, 897 ET73,
902 ET73,953 ET73 y 962 ET73

463 ET73,537 ET73 y 599 ET73

582 ET73

409 ET73, 415 ET73, 687 ET73 (figura 49b) y 759
ET73

248 ET73,484 ET73, 615 ET73y 677 ET73

285 ET73, 342 ET73, 375 ET7, 670 ET73, 723
ET73y 751 ET73

46 ET73, 66 ET73, 67 ET73, 100 ET73, 122 ET73,
129 ET73, 136 ET73, 329 ET73, 411 ET73, 413
ET73 y 578 ET73

43 ET73,332 ET73 y 868 ET73
344 ET73,448 ET73 y 913 ET73

643 ET73, 846 ET73 y 924 ET73

30 ET73, 48 ET73, 247 ET73, 309 ET73 y 443
ET73

36 ET73, 62 ET73, 71 ET73, 141 ET73, 153 ET73,
194 ET73, 231 ET73, 241 ET73, 466 ET73, 477
ET73, 495 ET73, 519 ET73, 550 ET73, 583 ET73,
621 ET73, 623 ET73 (figura 49¢), 663 ET73 y 932
ET73

76 ET73, 190 ET73, 270 ET73, 388 ET73, 389
ET73,400 ET73,432 ET73 445 ET73 y 603 ET73

Ritmo de crecimiento muy lento en condiciones de
cultivo in vitro.

Ritmo de crecimiento muy lento en condiciones de
cultivo in vivo.

Ritmo de crecimiento lento con alteraciones en el
desarrollo vegetativo y reproductivo.

Problemas de enraizamiento y color verde mas claro
de las hojas en plantas cultivadas in vitro.

In vivo la planta desarrolld hojas con foliolos de
menor tamafio. Las flores tenian poco polen y no se
observo cuajado de fruto.

Fenotipos compactos (figura 48)

Fenotipos compactos con alteraciones en el

desarrollo vegetativo.

Fenotipos compactos con alteraciones en el

desarrollo reproductivo.

Fenotipos compactos con alteraciones en el

desarrollo vegetativo y reproductivo.

Enanas, con un desarrollo de tipo arbustivo.

Menor tamano que p73 (~75%) y con alteraciones
en el desarrollo vegetativo.

Menor tamano que p73 (~75%) y con alteraciones
en el desarrollo vegetativo y reproductivo.

Plantas de porte débil y lento crecimiento con
alteraciones en el desarrollo vegetativo.

Plantas de porte débil y crecimiento lento con
alteraciones en el desarrollo reproductivo.

Plantas de porte débil y crecimiento lento con
alteraciones en el desarrollo vegetativo y
reproductivo.
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Tabla 23. Otros fenotipos variantes para caracteres vegetativos detectados en TG1 (cont.)

Genotipos

Fenotipos observados

158 ET73, 257 ET73, 450 ET73, 530 ET73, 553
ET73, 561 ET73, 711 ET73, 808 ET73, 863 ET73,
891 ET73 y 908 ET73

297 ET73, 665 ET73, 706 ET73, 843 ET73 y 926
ET73

53 ET73, 79 ET73, 622 ET73, 911 ET73 y 522
ET73

64 ET73, 171 ET73, 177 ET73, 209 ET73, 210
ET73, 226 ET73, 407 ET73, 598 ET73, 682 ET73,
775 ET73,912 ET73 y 959 ET73

479 ET73 (figura 49a) y 564 ET73
653 ET73

13 ET73y 196 ET73
770 ET73

Porte débil con alteraciones en el desarrollo
vegetativo.

Porte débil con alteraciones en el desarrollo
vegetativo y reproductivo

Alteraciones diversas en el desarrollo vegetativo.

Alteraciones diversas en el desarrollo vegetativo y
reproductivo.

Clorosis.

Variegacion y alteraciones en el desarrollo

reproductivo.
Excesiva viviparidad

Excesiva brotacion axilar

-4

~

Figura 49. Detalle de algunos variantes. a) genotipo con sintomas de clorosis (479 ET73), b)
genotipo de porte compacto (687 ET73) y ¢) genotipo de porte débil (623 ET73)
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3.2.2. Mutantes con efectos recesivos

3.2.2.a. Mutantes de la coleccion de plantas transgénicas con construcciones

convencionales

Tras la caracterizacion de 17 progenies TG2, se identifico un mutante al que
denominamos, por su pequeilo tamafio, nanotom. Sus alteraciones fenotipicas mas

relevantes se describen a continuacion.

nanotom (codigo 16a P8)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator GFP.

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
identifico el mutante y b) cultivo de la TG2 en maceta individual (las plantas con fenotipo nanotom
estan sefnaladas con una flecha).

La TG1 tenia un fenotipo indistinguible de p73. En cambio, cuando se cultivo la TG2
se observd que algunas plantas exhibian un ritmo de crecimiento extremadamente lento.

Por su fenotipo caracteristico, a estas plantas las denominamos nanotom.

Tras la nascencia, las plantulas nanotom se desarrollan de forma aparentemente
normal. No obstante, después de la aparicion de las primeras hojas verdaderas, el
crecimiento de las plantas nanotom se detiene. Mientras que las plantas WT procedentes de
la misma TG2, asi 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
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meses de cultivo en el invernadero, las plantas nanotom tenian 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 sintomas 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, €so si, a un ritmo extraordinariamente lento. A
los tres meses de cultivo las plantas de fenotipo nanotom median 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 habian alcanzado la maxima altura que en nuestras condiciones podiamos
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.

Altura de la planta (cm)

40 50 68 76 83 90 97 104 111 118 125 132 139 146 153 161 168 176

—e&—nanotom | 3.2 43 10,0 | 18,2 | 25,0 | 32,0 | 44,7 | 52,8 | 67,0 | 79,5 | 94,2 | 112,5| 119,8 | 125,7 | 133,0 | 135,3 | 140,2 | 1453
—a—p73 37,5 | 52,5 | 95,0 | 184,5 | 187,0| 208,0 | 217,0 | 244,0 | 280,5

Dias

Figura 51. Ritmo de crecimiento de nanotom respecto a p73 (a). Plantas nanotom tras 40
dias (b), 90 dias (c) y 150 dias (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 niimero de dias en la figura). En las figuras 51b, ¢ y d se
pueden ver las distintas etapas de nmanotom durante su largo periodo de cultivo en el

invernadero.

Numero de insertos vy segregacion en la TG2.

El andlisis 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 analisis genético que se realice con las progenies de esta planta, asi como el andlisis de
la co-segregacion entre el fenotipo mutante y la resistencia a la kanamicina conferida por el
gen marcador (en este caso concreto, el problema es, si cabe, ain mayor, porque, debido a
la detencion del crecimiento que se produce en nanotom, es muy dificil distinguir entre
plantas nanotom Kan ® y Kan °). Ademas, en el supuesto de que el fenotipo se deba a una
insercion del T-DNA, o a mas de una, y se pretenda clonar el gen (o genes) etiquetado(s),

no habra mas remedio que separar la(s) copia(s) responsable(s) del fenotipo mutante.

Para la deteccion de mutantes recesivos normalmente sembramos 12 plantas de la
TG2 (11 plantas es el tamafio de familia necesario para identificar un mutante recesivo con
una probabilidad de fallo menor del 5 %). Evidentemente, no se puede hacer un ajuste de
segregacion con una muestra de 12 plantas. Por ello, tras la deteccion de un mutante
recesivo, lo ideal seria sembrar una muestra suficientemente grande de la TG2 para hacer
el ajuste de segregacion propiamente dicho. Esto no es posible, al menos en primera
instancia, porque debido al gran ntimero de plantas que cultivamos en cada campaia y al
enorme numero de semillas que hay que conseguir (estimamos que el 20 — 25 % del tiempo
se tiene que dedicar a esta tarea al final de cada campafia), “s6lo” obtenemos unas 300
semillas de cada TG2. Desde luego, no podemos “desperdiciar” todas estas semillas para el
ajuste de segregacion porque luego las podemos necesitar para los distintos ensayos que

van a realizarse con cada mutante.

Asi pues, en este caso concreto el ajuste de segregacion se realizé 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 distribucion de fenotipos (WT — nanotom), su grado de ajuste a
las segregaciones 3:1 y 15:1, asi como las correspondientes y”> de homogeneidad se

muestran en la tabla siguiente:
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En principio, la hipdtesis mas sencilla es que el fenotipo nanotom esté causado por

una copia en homocigosis, en cuyo caso la segregacion deberia ajustarse a ¥4 WT : %

nanotom. En este caso lo mas probable es que el fenotipo nanotom se deba a la pérdida de

funcién de un determinado gen. Para esta hipdtesis (3:1), el analisis de homogeneidad

indica que no hay motivo para dudar de que las muestras sean homogéneas (x> de

homogeneidad = 0,30; P > 50%; ver tabla 24). El analisis de datos acumulados revela que

tampoco hay motivos para dudar de la hipétesis de partida, aunque el valor de la x* (3,70)

estda muy proximo al del nivel de significacion (x2 gl (5%) = 3,84).

Tabla 24. Segregacion fenotipica WT — nanotom en dos muestras de la progenie TG2

Ajuste de la segregacion a 3:1 Ajuste de la segregacion a 3:1
M1 (3:1) WT nanotom M2 (3:1) WT Nanotom
0] 10 2 0] 22 2
E (3:1) 9 3 E (3:1) 18 6
XMl = 0,44 NS M2 = 3,56 NS
S~—_ — _
%> H 15=0,30 (NS)
DA (3:1) WT Nanotom
0] 32 4
E (3:1) 27 9
x° DA 1= 3,70 NS
Ajuste de la segregacion a 9:7 Ajuste de la segregacion a 9:7
M1 (9:7) WT Nanotom M2 (9:7) WT Nanotom
0 10 2 0 22 2
E(9:7) 6,75 525 E(9:7) 13,5 10,5
M1 = 3,58 NS CM2ig= 1223 *
SN~ — I

%° H 15=0,23 (NS)

DA (9:7) WT Nanotom
O 32 4
E (9:7) 20,25 15,75
7’ DA 1= 15,58 *
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Tabla 24. Segregacion fenotipica WT — nanotom en dos muestras de la progenie TG2 (cont.)

Ajuste de la segregacion a 13:3 Ajuste de la segregacion a 13:3
M1 (13:3) WT Nanotom M2 (13:3) WT nanotom
0 10 2 0 22 2
E (13:3) 9,75 2.25 E (13:3) 19,5 4,5
x ML = 0,03 NS % M2 1= 1,71 NS
SN~— — __
x> H 15=0,36 (NS)
DA (13:3) WT Nanotom
0 32 4
E (13:3) 29,25 6,75
1" DA 1y= 1,38 NS
Ajuste de la segregacion a 15:1 Ajuste de la segregacion a 15:1
M1 (15:1) WT Nanotom M2 (15:1) WT nanotom
0 10 2 0 22 2
E (15:1) 1125 0.75 E (15:1) 22,5 1,5
2 ML = 2,22 NS X M2 = 0,18 NS
SN— — B
x> H 1,=0,95 (NS)
DA (15:1) WT Nanotom
0 32 4
E (15:1) 33,75 2,25
7« DA 1= 1,45 NS

Los datos observados se ajustan mejor a una segregacion 15:1 (epistasia doble
dominante). El analisis de homogeneidad para la hipotesis 15:1 indica que no hay
problema para hacer el analisis con los datos acumulados de ambas muestras y la x* de
datos acumulados tiene una probabilidad asociada mayor (y* de datos acumulados = 1,45;
10% < P < 25%). Si ésta hipotesis fuera cierta, el fenotipo nanotom estaria causado no por
una, sino por dos inserciones en homocigosis y, de nuevo, lo mas probable es que se trata
de un fenotipo de pérdida de funcion, pero no debido a la anulacidon 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 serian los alelos de tipo salvaje para cada uno de los /oci), el
fenotipo de la TG1 seria di-hemicigotico (Aa Bb) y la segregacion en la TG2 seria: 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 seria aa bb. Es decir, la presencia de uno de los alelos silvestres de cualquiera de
los dos loci (A y/o B) bastaria para que se produjera la funcidon normal (i.e. crecimiento

radicular).

Como era obvio por la simple observacion de los datos, el andlisis estadistico permite
descartar una segregacion 9:7 (epistasia doble recesiva). La que no se puede descartar en
términos estadisticos es la segregacion 13:3 (epistasia doble dominante-recesiva). Es mas,
el grado de ajuste a 13:3 es igual de bueno que para 15:1. El problema de esta segregacion
es que obliga a una hipdtesis un tanto rebuscada: el fenotipo nanotom estaria causado por
el efecto combinado de dos inserciones en homocigosis, pero de forma que una tendria un
efecto recesivo y la otra un efecto dominante. Es decir, en este caso, asumiendo que
denominamos como ‘a’ la mutacion insercional con efecto recesivo y ‘B’ la que tiene
efecto dominante, los genotipos de las plantas nanotom serian aa BB y aa Bb. En principio,
parece logico que la mutacion recesiva sea de pérdida de funciéon y la dominante de
ganancia de funcioén. Lo primero ocurre con frecuencia y lo segundo es factible (de hecho,
ya hemos detectado algiin mutante insercional de ganancia de funcién), pero lo dificil es
que ocurran ambas cosas a la vez. Con todo, el que algo sea improbable no significa que no

pueda ocurrir.

Las hipotesis 15:1 y 13:3 son sugerentes, pero el que tengan una mayor probabilidad
asociada no significa que sean ciertas. La hipotesis 3:1 es la mds simple y, en términos
estadisticos, no hay motivos para dudar de la hipotesis. Por tanto, hasta no encontrar

ninguna evidencia en contra, de momento aceptamos esta hipotesis.

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 llevd a cabo la

evaluacion fenotipica de los caracteres mas relevantes de las plantas nanotom.

Morfologia y color de la hoja: similar a la de p73
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Tamafio y hdbito de crecimiento del mutante: las diferencias con el testigo se debian
principalmente al ritmo de crecimiento (e.g.: una planta mutante de 90 dias era

practicamente indistinguible a una de p73 de 30 dias).

Respecto a las plantas de fenotipo silvestre (p73), se pudo comprobar que las
nanotom tenian una mayor longitud hasta la primera inflorescencia. Sin embargo, entre

inflorescencias no ocurria lo mismo (figura 52a).

Por otro lado, las plantas nanotom desarrollaban mas fitomeros hasta la primera

inflorescencia y entre inflorescencias que p73 (figura 52b).
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0-1 1-2 2-3 3-4
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Wp73 10,50 240 2,00 3,20
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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) ntimero de
fitomeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

Tiempo de floracion: nanotom exhibi6 un retraso de la floracion tanto en el espacio (figura

52ay 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 nimero
de flores por inflorescencia fue menor. En concreto, nanotom desarrolld 4,4 + 0,3 flores en

las primeras cuatro inflorescencias, mientras que las plantas p-73 habian desarrollado 7,1 +

0,4 flores en las primeras seis inflorescencias.
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Tamafio, morfologia 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 nimero de frutos cuajados era escaso (figura 53) y los que lo hicieron tenian
poca semilla. A pesar de ello se pudo obtener la progenie TG3 de algunas plantas TG2 con

fenotipo nanotom.

Figura 53. Detalle de los frutos cuajados en una
de las plantas de fenotipo mutante.

Para tratar de averiguar el motivo por el cual las plantas de fenotipo mutante
exhibian 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 existia alguna anomalia en el desarrollo

radicular del mutante.
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Figura 54. Sistema radicular de nanotom (a) respecto al de p73 (b) en
plantulas de 15-20 dias.

Pudimos ver que nanotom exhibia importantes alteraciones en el desarrollo radicular
que parecian estar relacionadas con una parada o detencién del crecimiento de los
meristemos radiculares (figura 54a). Tal y como puede verse en la figura, mas que raices

las plantas de nanotom tienen pequefios muiones en la base del tallo.

Como no disponemos de un sistema de cultivo hidropénico en el invernadero, para
llevar a cabo un seguimiento del crecimiento radicular a lo largo del tiempo (en definitiva,
para “ver” las raices), decidimos cultivar plantas nanotom y plantas WT in vitro. De esa
forma, quizés nos podriamos hacer una idea de como 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 raices a los 7 dias de cultivo in vitro y a los 30
dias de cultivo, exhiben un desarrollo radicular profuso (figura 55¢). 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 incubacion).

Pudimos comprobar que, al igual que ocurria in vivo, las plantas nanotom exhibian
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 raices propiamente dichas,

lo que se forma es una especie de muiiones idénticos a los que observamos en plantas
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cultivadas en invernadero (figura 55b). No obstante, a partir de un cierto momento,
empiezan a aparecer raices en la base del tallo (figura 55d) que llegan a alcanzar una
longitud similar a la de las raices propiamente dichas. El crecimiento de nanotom se debia,

pues, al desarrollo de raices adventicias que surgian 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 formacion de raices 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 detencion del crecimiento de los meristemos radiculares); c).
Desarrollo radicular en una planta testigo tras un mes de cultivo; d y e)
Desarrollo de raices adventicias a partir del tallo en nanotom.
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A pesar de que el cultivo se llevd a cabo en un medio adecuado para el desarrollo de
la planta, observamos las serias dificultades que tenia namotom 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 exhibid in vivo
(figura 56). A los tres meses de cultivo in vitro las plantas de fenotipo nanotom median 9,5
+ 1,5 cm, mientras que las WT alcanzaban en ese momento una altura de 21 £ 0 cm (que es

la maxima altura que pueden alcanzar debido a la limitacion que impone el recipiente de

cultivo).
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Figura 56. Ritmo de crecimiento de nanotom respecto a p73 in vitro.

Los resultados parecian indicar que las alteraciones fenotipicas de nanotom estaban
relacionadas con el desarrollo de la raiz pivotante a dos niveles. Por un lado, la raiz
pivotante quedaba reducida a una especie de muiioén (figuras 54a y 55b), pero lo que es
mas importante, a partir de esta estructura no se desarrollaban con normalidad las raices
laterales. Sin embargo, la planta era capaz de continuar su crecimiento gracias al desarrollo
de raices adventicias que surgian del tallo (aunque estas raices tardaban mucho tiempo en

aparecer).

Teniendo en cuenta esto, cuando las plantas mutantes alcanzaron una altura de unos
10 cm (90 dias de cultivo) decidimos realizar una clonacion por cultivo de yemas axilares,
incubando las yemas en un medio disefiado para el enraizamiento de las plantas WT (un
medio basico con una pequefia concentracion de auxina). Conviene recordar que las raices
de plantas WT clonadas in vitro surgen a partir de las zonas de corte del tallo. Lo que
queriamos saber es si las raices que se desarrollan a partir del tallo en un proceso tipico de
clonacidn in vitro permitirian revertir el fenotipo mutante. Si esto fuese asi, las alteraciones

de nanotom estarian mas bien relacionadas con el desarrollo de raices laterales a partir de
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raiz principal o pivotante que sélo 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).

[

Figura 57. Planta mutante clonada in vitro (a) y detalle de su sistema radicular tras tres
meses de cultivo (b).

El nivel enddgeno de fitohormonas influye en el crecimiento y desarrollo radicular.
Entre las diferentes fitohormonas, se ha descrito que las auxinas desempefian un papel
principal en la regulacion del desarrollo de la raiz y su gravitropismo positivo. Ademas,
otras hormonas, como por ejemplo el acido abscisico y el acido giberélico, también

desempefian un papel importante.

Para determinar si el fenotipo nanotom se debia a la alteracion o inhibicion de un gen
implicado en la sintesis endogena de hormonas, se decidi6 analizar el crecimiento radicular
del mutante en medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de

hormonas.

En un primer experimento, se analiz6 el desarrollo radicular de nanotom en un medio
basico suplementado con dos concentraciones (0,5 y 1 mg/l) de acido abscisico (ABA) o
diferentes tipos de auxina: acido indolacético (IAA), acido indolbutirico (IBA), acido
naftalenacético (NAA) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D). Queriamos comprobar si
el suplemento exo6geno de algun tipo de auxina, o de acido abscisico, podria restaurar, al

menos parcialmente, el fenotipo silvestre.
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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 4cido abscisico no se produjo enraizamiento ni
en el mutante ni en las plantas de fenotipo silvestre. En los medios suplementados con
acido indolacético o 4acido indolbutirico, las plantas de p73 exhibieron un profuso
desarrollo radicular mientras que nanotom mantenia el mismo fenotipo (figura 58). En
medio suplementado con 4cido naftalenacético, las plantas de p73 desarrollaron raices tras
la formacién de un callo y en el mutante se formo6 este callo pero no se desarrollaron raices
(figura 58).

nanotom

A
- N
0,5 mg/1 1 mg/1
—— w

IAA

IBA

NAA

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.

En un segundo experimento, se analizd el desarrollo radicular de nanotom
suplementando el medio basico con una mayor concentracion de acido indolacético (5
mg/l) y diferentes citoquininas (kinetina = K, a 0,5 mg/l y 1 mg/l; 6-benciladenina = 6BA,
a lmg/l; y zeatina=Z, a 0,5 mg/1).

Al igual que en el experimento anterior, en ningiin medio se produjo la restauracion

total o parcial del fenotipo silvestre a partir de las plantas de fenotipo mutante (figura 59).
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En el medio con 5 mg/l de acido 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 funcion del tipo
de citoquinina ensayada. En los medios con kinetina, las plantas de p73 fueron capaces de
emitir raices tras formar un pequefio callo en la base del tallo (no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones ensayadas). Las plantas nanotom, tras desarrollar
también un pequefio callo en la base del tallo, s6lo desarrollaron unas pocas raices a partir
del tallo que no proliferaron. Algo similar se observo en el medio suplementado con 6-
benciladenina, es decir, las plantas de p73 emitieron raices tras formar un pequeio callo en
la base del tallo y las del mutante s6lo emitieron unas pocas raices en el tallo tras

desarrollar un callo en la base.

K (0,5 mg/1) 6 BA (1 mg/l) Z (0,5 mg/l)

nanotom

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.

El resultado mas espectacular se observo en el medio suplementado con zeatina. En
este medio, las plantas de p73 desarrollaron un callo en la base del tallo pero no hubo

formacion de raices. Las plantas del mutante perdieron la dominancia apical y en la base
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del tallo también se desarroll6 un callo, pero en este caso se produjo una extraordinaria

proliferacion de brotes adventicios.

Hasta llevar a cabo un andlisis mas detallado de este mutante, nuestra hipotesis es
que las alteraciones en el sistema radicular que manifiesta nanotom podrian 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 alteracion del nivel de expresion de algiin gen implicado en la

sintesis endogena de citoquininas.

Si fuera esto ultimo lo que ocurre en la realidad, parece dificil mantener la hipotesis
de que el fenotipo caracteristico de nanotom estd causado por una simple insercién con
efecto recesivo (lo que conduciria a una segregacion 3:1 en la TG2). Mas dificil todavia es
que el fenotipo se deba a dos mutaciones insercionales independientes con efectos

recesivos (lo que daria una segregacion 15:1).

Si realmente hay una mutacion insercional que genera la sobreexpresion de un gen
implicado en la sintesis de citoquininas, lo mas probable es que tenga un efecto dominante.
De ser asi, la hipdtesis que antes parecia un tanto rebuscada (una epistasia doble
dominante-recesiva que da una segregacion 13:3 en la TG2 y que se debe a dos
mutaciones, una recesiva y otra dominante) se ajustaria mejor a lo que hemos observado en

este ultimo experimento porque implica una mutacion de tipo dominante.

Por desgracia, de momento no podemos llegar a ninguna conclusion pero si podemos

afirmar que el mutante nanotom merece un estudio mas exhaustivo.
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3.2.2.b. Mutantes de la coleccion 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 continuacion.

57 ET73

Deteccion 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 mutacion con efectos recesivos.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante, de un color méas claro que las de p73,

eran de menor tamafno y con menor numero de foliolos compuestos que las del testigo

(figura 60a).

[

Figura 60. Tamafio, color y morfologia de la hoja del mutante 57 ET73 (a)

respecto a la del testigo (b).

Tamaio y héabito 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 solo alcanzaron una altura de 60 cm, mientras que las de p73
median 200 cm a los 4 meses de cultivo. Las plantas mutantes exhibian un porte débil y un

ritmo de crecimiento muy lento.

Tiempo de floracion: Tras mas de 6 meses de cultivo en el invernadero, las plantas

mutantes no llegaron a desarrollar flores.
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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.

3
-
-~

L0

A

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

Deteccion del mutante: Se cultivaron 10 plantas de la progenie TG2 y 2 de ellas exhibieron

el fenotipo mutante.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante fueron similares a las de p73, pero tras

4 meses de cultivo exhibieron importantes sintomas de senescencia (figura 62).

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

Tamafio y hédbito de crecimiento del mutante: las plantas de fenotipo mutante exhibieron

un ritmo de crecimiento lento y un porte débil.

Tiempo de floracidn: el mutante exhibi6 un retraso de la floracion en el tiempo debido a su

lento ritmo de crecimiento.

Inflorescencia: la arquitectura de la inflorescencia fue similar a la de p73 pero el nimero

de flores por cada inflorescencia fue menor.

Tamafio, morfologia 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 morfologia y el tamafio de los frutos fueron similares a los del testigo.
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Seedling lethal 111

Deteccion del mutante: Se cultivaron 15 plantas de la TG2 y 5 de ellas exhibieron el

fenotipo mutante (figura 63c y 63d).

Descripcidn 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 caracterizacion fenotipica
porque la mutacion tiene efectos letales (de ahi el nombre: seedling lethal). Tras la
nascencia, el desarrollo inicial de la plantula parece normal; no obstante, a medida que se
produce la elongacion del hipocotilo y la apertura de los cotiledones, la plantula adquiere
un color verde claro (figura 63c) con sintomas de deficiencia en clorofila. Poco mas tarde,
tras la aparicion de la primera hoja verdadera (que no llega a expandirse), la plantula se

torna albina, colapsa y muere (figura 63c).

Figura 63. Identificacion del mutante recesivo seedling lethal 111. La TG1 no exhibio6 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).

Andlisis genético y de expresion del delator: el mutante no se pudo fenotipar debido a que

moria antes de desarrollar la primera hoja verdadera. Por tanto, decidimos llevar a cabo un

analisis genético de segregacion utilizando un mayor nimero de semillas de partida.

Aparte del ensayo inicial en el que se detectd el mutante (ensayo 1; tabla 25a), se

realiz6 otro (ensayo 2; tabla 25b) en el que se cultivaron 36 plantas TG2, 25 de las cuales
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exhibieron fenotipo WT mientras que las otras 11 tenian fenotipo mutante (figura 64 y

tabla 25b).

Figura 64. Analisis de segregacion realizado con una muestra de la TG2: a) en estadio cotiledonario ya se

podian 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 dias de la siembra comenzaban a colapsar. d)

detalle de una plantula de fenotipo mutante.

Tabla 25. Analisis > de las segregaciones observadas con la descendencia TG2 del genotipo 111

ET73, %* de homogeneidad y analisis x* de los datos acumulados.

a) Ensayo 1

El (3:1) WT M
¢} 10 5

E (3:1) 11,25 3,75
x* E1 (1 gl) = 0,56 (NS)

-

b) Ensayo 2

E2 (3:1) WT M
0 25 11
E (3:1) 27 9
x* E2 (1 gl) =0,59 (NS)

hd

¥* H (1 gl) = 0,04 (NS)

El (3:1) WT M
¢} 35 16
E (3:1) 38,25 12,75
x* DA (1 gl)=1,10 (NS)

P L, ) .
El analisis genético (y~ de las segregaciones observadas en cada una de las muestras,

v* de homogeneidad y y* de los datos acumulados, tabla 25) indicé que no habia motivo

para dudar de que la segregacion fenotipica in vivo era acorde con una distribucion 3 WT :

1 M.

Por otro lado, se decidio evaluar la segregacion fenotipica en condiciones de cultivo

in vitro. Para ello, se llevaron a cabo dos ensayos. En el primero se sembraron semillas
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TG2 en medio MG'. En el segundo se sembraron semillas TG2 en medios MG, IAA" ¢

IAA + Kan'. Los resultados se pueden ver en la tabla 26.

Tabla 26. Analisis x> de las segregaciones observadas in vitro con la descendencia TG2 del genotipo 111
ET73 en los dos ensayos efectuados, x* de homogeneidad y analisis % de los datos acumulados.

Ensayo 1

MG
M1 (3:1) WT M
o 17 5

E (3:1) 16,5 @ 55
x> M1 (1 gl) = 0,06 (NS)

Ensayo 2
MG IAA TAA + kan
M2(3:1)  WT M M3 (3:1)  WT M M4 (3:1)  WT M
0 7 3 0 8 2 0 10 6
E (3:1) 7,5 2,5 E (3:1) 7,5 2,5 E (3:1) 12
x> M2 (1 gl)=0,13 (NS) x> M3 (1 gl)=0,13 (NS) x> M4 (1 gl) = 1,33 (NS)
- J

Y

x> H(1 gl) = 1,45 (NS)"

El (3:1) WT M
0 42 16
E (3:1) 435 14,5
x* DA (1 gl)=0,21 (NS)

Lo que pudimos comprobar en los ensayos realizados in vitro fue que las plantulas de
fenotipo mutante se podian identificar claramente. También observamos que el colapso de
las plantas mutante no se debia a un problema relacionado con el desarrollo de la raiz 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 germinacién 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 nptll (es decir, si son transgénicos) Para ello, el medio se suplementa con 100 mg/l de kanamicina.

La composicion de los medios se puede consultar en el apartado correspondiente de Material y Métodos

" La %* de homogeneidad se realiza con los datos de las segregaciones de los dos ensayos (ensayo 1 y ensayo
2).
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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.

El experimento en el que las semillas TG2 se sembraron en el medio selectivo (IAA
+ kan) se realiz6 para comprobar si las plantulas de fenotipo mutante exhibian resistencia a
la kanamicina. Como el anélisis genético indica que se trata de un mutante recesivo, si la
mutacion era insercional el fenotipo apareceria en plantas homocigoticas para el T-DNA
(1/4 de semillas mutantes). Por consiguiente, todas las plantulas de fenotipo mutante

debian ser resistentes a la kanamicina.

En Ia tabla 27 se puede ver el nimero de plantas de fenotipo silvestre y mutante
sensibles y resistentes a la kanamicina. Como puede verse, entre 10 las plantas WT, hay 7
Kan ® y 3 Kan 5. Esto es facil de explicar asumiendo que las Kan ° son acigoticas y las
Kan " son hemicigoticas para el inserto. El problema es que entre las 6 plantas de fenotipo
mutante, hay 4 Kan ® y 2 que colapsaron rapidamente por lo que no queda claro sin son

R S
Kan ™ o Kan °.

Tabla 27. Experimento de segregacion en el medio selectivo.
Plantulas resistentes y sensibles a la kanamicina.

TAA + kan
El (3:1) WT M
O kan® 7 kan® 4
10 s 6 s
E (3:1) kan 3 kan 27

El resultado del experimento no permite llegar a ninguna conclusiéon porque, para
distinguir entre plantulas Kan ® y Kan ° en medio selectivo, hace falta que ambas sean
capaces de crecer normalmente en medio no selectivo. Nosotros pensabamos que, al
realizar la incubacion in vitro, las plantas de fenotipo mutante sobrevivirian en medios no
selectivos (MG o TAA). Por desgracia, algunas de las plantas mutantes (aunque no todas)

también colapsaban in vitro en medios sin presion de seleccidon (tanto en MG como en
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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 razon, 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 analisis de co-segregacion fenotipo-resistencia a la kanamicina.

Aunque algunas morian, otras plantas de fenotipo mutante siguieron creciendo tras
cultivar los dpices meristematicos en medio IAA, aunque, eso si, exhibian 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), s6lo 2 continuaron creciendo en condiciones de

cultivo in vitro; el resto murio.

|

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.

En lo que respecta a la homogeneidad de las segregaciones observadas en los

ensayos in vivo e in vitro (tabla 28), los resultados del anélisis indican que:

1) No hay motivo para dudar de que la segregacion fenotipica in vitro e in vivo es

acorde con una distribuciéon 3 WT : 1 M.

2) No hay ningln indicio de subletalidad o letalidad a nivel gamético, zigotico o
durante el desarrollo embrional que origine una distorsion en la frecuencia de

semillas que van a dar plantas de fenotipo mutante.
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3) La letalidad asociada al fenotipo mutante se produce a posteriori (i.e. tras la

germinacion y aparicion de los cotiledones en las plantulas)

Tabla 28. Analisis de homogeneidad entre las segregaciones observadas in vivo e in vitro y
analisis % de los datos acumulados.

Ensayos in vivo Ensayos in vitro
WT M WT M
¢} 35 16 0 42 16
E (3:1) 38,25 12,75 E (3:1) 435 14,5
x* (1gl)=1,10 (NS) x* (1 gl)=0,21 (NS)
N ~ J
Y H(1g)=021(NS) |
El (3:1) WT M
0 77 32
E (3:1) 81,75 27,25
x> DA (1 gl) = 1,10 (NS)

Andlisis de expresion del delator: En la TG1 se habia detectado la expresion del delator en

los estambres y el estilo de la flor, asi como en partes del pericarpio del fruto y una

expresion muy intensa en los embriones de semillas maduras.

Por lo que respecta a la TG2, en algunas plantulas WT se detectd expresion en
algunas estructuras vegetativas (cotiledones o hipocotilo). En los analisis efectuados en
plantulas mutantes no detectamos expresion del delator, pero esto quiza fuera debido a que

en esta fase la plantula ya ha iniciado el proceso que conduce a la muerte en pocos dias.

Como las plantulas mutantes morian antes de que desarrollaran hojas verdaderas y se
habia detectado la expresion del delator en los embriones de los frutos de la TG1 original,
decidimos evaluar la expresion del delator en embriones de semillas inmaduras y maduras
de frutos procedentes de réplicas clonales de la TGI1 (es decir, se trata de embriones y
semillas de lo que va a ser la TG2) o de plantas TG2 supuestamente hemicigéticas (cuya

TG3 es equivalente a una TG2).

Los embriones inmaduros procedian de un fruto verde de 3 cm de la planta TG2-9
(supuestamente hemicigdtica) 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 37°C).
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Las semillas maduras, tomadas de forma aleatoria de diferentes frutos, se embebian
en agua para reblandecer la testa de la semilla y, a continuacion, se les practicaba un corte
longitudinal para permitir el contacto del sustrato con el embrion durante el periodo de
incubacion establecido (figura 67). Se realizaron dos ensayos con diferentes lotes de
semillas maduras: el primero (ensayo 1) procedia de la TG2-9 (supuestamente
hemicigotica) 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. Expresion del delator en embriones inmaduros y embriones
de semillas maduras.

Embriones inmaduros

CH@3:1) GUS+ GUS-
0 65 31
E(3:1) 72 24

' (1gh) =2,72 (NS)

Embriones maduros Embriones maduros
(ensayo 1) (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
% (1 gl) = 13,44 (+%) x> M4 (1 gl) = 40,11 (**%)

Figura 67. Detalle de la expresion del delator en embriones de semillas maduras.
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La segregacion esperada 3 GUS + (que, en teoria, incluirian los embriones
homocigoticos para la insercion y hemicigéticos): 1 GUS — (los embriones acigoéticos) se

cumple en embriones inmaduros pero no en embriones maduros (tabla 29).

La distorsion de la segregacion en estos ultimos podria deberse a un problema de
subletalidad (en los embriones que portan el inserto en homocigosis o hemicigosis), pero
no parece que ¢€sta sea la causa porque los andlisis de segregacion fenotipica (WT :
mutantes) no revelan ningun problema de subletalidad a nivel del embrion. El fenotipo
mutante es letal, pero la letalidad aparece a posteriori, es decir tras la germinacion de las

semillas.

Una hipotesis 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 distorsion de la segregacion). De ser asi, lo logico es que el silenciamiento se
produjera como consecuencia de un efecto de dosis y, por tanto, ocurriera en los embriones
homocigoéticos para la insercion del T-DNA. Bajo este supuesto, los embriones
homocigoéticos (que van a dar el fenotipo mutante) no tendrian expresion del delator, a
diferencia de los hemicigoticas (con fenotipo WT) que si tendrian expresion del delator.
Los datos del ensayo 1 se ajustan perfectamente a esta hipotesis (ya que la segregacion

esperada seria 2 GUS +: 2 GUS -), pero los del ensayo 2 no se ajustan en absoluto.

Hay otras tres hipdtesis alternativas: cambios en la expresion del gen etiquetado
debido a efectos ambientales (lo que explicaria 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-segregacion fenotipo — GUS, o, simplemente

fallos en el ensayo histoquimico con embriones maduros.

Desde luego puede que no haya co-segregacion fenotipo — GUS (en cuyo caso la
expresion del delator en embriones no tendria nada que ver con la letalidad a nivel de
plantula), pero no se puede excluir algun fallo en el ensayo histoquimico con embriones
maduros. Por un lado, el ensayo con embriones inmaduros se ajusta perfectamente a la
hipotesis de partida (lo que apunta a la existencia de co-segregacion GUS — fenotipo), y
ademas este ensayo se realizdO con una muestra relativamente grande (96 embriones
inmaduros). Por otro lado, puede que la expresion del delator en embriones no tenga nada
que ver con la letalidad a nivel de plantula, pero el hecho de que la expresion del delator se

produzca precisamente en la etapa de desarrollo embrional llama poderosamente la
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atencion y sugiere que el gen mutado podria desempefiar una funcion importante en los
estadios embrionarios. Convendria afiadir que los ensayos efectuados con embriones
maduros se han llevado a cabo con muestras relativamente pequefias (48 y 27 semillas,

respectivamente).

En definitiva, antes de llegar a cualquier conclusion, hace falta un analisis mas

exhaustivo en la etapa de embridon 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 coleccion 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 continuacion.

pat 76 (codigo 76b Cf)
Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator GFP.

Numero de insertos: El analisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene 2

inserciones del T-DNA

Morfologia y color de la hoja: las hojas de pat 76 eran de menor tamafio que las del testigo.

Los foliolos eran también de menor tamafio, mayor grosor, un verde mds intenso y una

morfologia distinta. La longitud de las raquillas es mayor en el mutante (figura 68a).

F.

Figura 68. Tamaio, color y morfologia de la hoja de pat 76 (a) respecto a la del
testigo (b).

170



nesuLlaaoy

Tamafio y hdbito de crecimiento del mutante: el tamafio de pat 76 fue menor que el de p73,

probablemente debido a que el ritmo de crecimiento del mutante era mas lento.

Longitud (cm)

8,33
2120

12,33
24,60

5,00
13,60

5,50
17,80

Inflorescencias

Numero de fitbmeros
IS

0-1

1-2

mpat76
Wp73

6,67
10,50

4,00
2,40

2,67
2,00

3,00
3,20

2,00
2,40

Inflorescencias

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) nlimero de fitdmeros

hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

En el mutante pat 76, la longitud hasta la primera inflorescencia fue mucho menor

que en p73. Entre inflorescencias ocurria algo similar (figura 69a).

Asimismo, el numero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia fue menor en el

mutante (figura 69b). Entre las primeras inflorescencias (1* — 2* y 2* — 3%), el nimero de

fitdbmeros era algo mayor, pero en las restantes fue similar al de p73.

Tiempo de floracion: pat 76 exhibié un adelanto de la floracion en el espacio (figura 69a 'y

69b) pero no en el tiempo ya que este mutante mostrd un ritmo de crecimiento lento.

Inflorescencia: con relacion a la arquitectura de la inflorescencia y el numero de flores por

inflorescencia no se detectaron diferencias respecto a p73. Conviene indicar, no obstante,

que en las primeras 3-4 inflorescencias solo se desarrollaron pseudoflores
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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).

Tamafio, morfologia y color de la flor: las flores que aparecieron a partir de la cuarta o

quinta inflorescencia eran de menor tamafio que las de p73 y ademas exhibian alteraciones
morfoldgicas. En concreto, se desarrollaban sépalos petaloides, pétalos de pequefio tamafo
(figura 70b), en ocasiones ausentes, y cono estaminal no fusionado, con estambres sin
polen, de menor tamafio y curvados hacia el ovario. Los estambres, mas pequeios y
encorvados, dejaban entrever un estilo mas pequenio que el de p73 (figura 71). El ovario

era, sin embargo, de mayor tamano que el de las flores de p73.

A diferencia de lo que ocurre en p73, las flores no desarrollaban el mismo ntimero de
organos por verticilo en los tres primeros verticilos. Ademas, no existia un patron
repetitivo en el nimero de organos desarrollados por verticilo entre distintas flores. En

definitiva, las flores exhibian importantes alteraciones.
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Figura 71. Detalle de las flores del mutante pat 76 (izda.) respecto a las de p73 (dcha.)

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante exhibid 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 partenocarpicos de morfologia cordiforme (figura 72). A

pesar de los intentos realizados no fue factible obtener el retrocruce con p73.

. ' A 2
. i .
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 (codigo 79b Tm)

Este variante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator GFP.

Morfologia y color de la hoja: las hojas de small seedles tomato eran de un tamafio un poco

menor que las del testigo. Los foliolos eran de similar longitud aunque mas estrechos y con

l6bulos mas pronunciados. El verde de la hoja era de un tono mas claro (figura 73).

Tamaiio v habito de crecimiento del mutante: el mutante mostré 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 nimero y longitud de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia y

entre inflorescencias (datos no mostrados).

Tiempo de floracion: el mutante exhibid un retraso de la floracién en el tiempo debido a su

ritmo de crecimiento, mas lento que el de p73.

Figura 73. Tamafio, color y morfologia de la hoja de small seedles tomato

(izda.) respecto a la del testigo (dcha.).

Inflorescencia: tanto la arquitectura de la inflorescencia como el nimero de flores por

inflorescencia eran similares a los de p73.

Tamaio, morfologia y color de la flor: aunque de tamafio similar a la de p73, la flor

exhibia importantes alteraciones morfoldgicas. Los sépalos, en ocasiones de naturaleza
petaloide, eran de mayor longitud, los pétalos tenian una longitud similar pero eran mas
estrechos, el cono estaminal no estaba fusionado y los estambres carecian de polen, eran de

menor tamafio y estaban curvados hacia el ovario. El tamafio de los estambres y su
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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.

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 tamafo del estilo o el
encorvamiento de los estambres (b).

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante desarrolld frutos pequefios y de tipo

partenocarpico durante la primera cosecha. En la siguiente cosecha se volvio a cultivar el
mutante (exhibia las mismas alteraciones fenotipicas 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 atin no

se ha evaluado.
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long shoot and flower (codigo 134f P4)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator UidA.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran similares a las de p73.

Tamafio y hdbito de crecimiento del mutante: el mutante exhibia un porte débil. La
longitud y el nimero de fitdmeros hasta la primera inflorescencia fue menor que en p73

(figuras 75a y 75b). Entre inflorescencias ocurria lo contrario, y tanto la longitud como el

numero de fitbmeros fueron mayores.

£

20 A
10
0+

0-1 12 23 34 4-5 56

Wisf 16,00 30,00 19,50 21,50 26,50 18,50
Wp73 79,60 20,10 21,20 24,60 13,60 17,80

Inflorescencias

Numero de fitbmeros

0-1

‘ Wisf 4,00 5,00 3,00 3,00 4,00 3,50
‘lp73 10,50 2,40 2,00 3,20 240 2,80

Inflorescencias

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) numero
de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).
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Tiempo de floracién: long shoot and flower exhibié un adelanto de la floracion 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 tenia menor nimero
de flores por inflorescencia (el niimero de flores por inflorescencia en long shoot and

flower era 4,9 + 0,3 mientras que en p73 es 7,1 £ 0,3 cm).

Tamaio, morfologia v color de la flor: los sépalos y el cono estaminal tenian un tamafio

similar al de p73. Los pétalos, sin embargo, duplicaban en longitud a los de p73. El pistilo
se caracterizO por un ovario de gran tamafio y un estilo de menor longitud. Debido al
tamafio del ovario, el cono estaminal no estaba completamente fusionado en la base (figura

76). El nimero de 6rganos por verticilo era mayor en algunas flores del mutante.

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).

Caracteres relacionados con el fruto: el mutante desarrolld pocos frutos de tipo

partenocarpico. Los retrocruces generaron semillas vanas.
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Otros mutantes de la coleccion de plantas transgénicas con construcciones estandar

De forma muy resumida, en la tabla 30 se pueden ver otros mutantes que se detectaron en

la coleccion de lineas T-DNA con construcciones estandar.

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 niimero de 6rganos por
verticilo.

52b Tm Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la
flor: flores de mayor tamafio y con mayor nimero
de organos por verticilo. Cono estaminal no

fusionado
11a Tm, 10a P8, 85a P8, 65b P8, 3¢ P2, 5b P6, 22a  Alteraciones relacionadas con la formacion del
P6, 6d P4, 44b P4, 85a P4 y86a P4 fruto: esterilidad masculina y/o femenina (no cuajo

ningun fruto)

52b P8 y 20a P4 Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: cuajado de muy pocos frutos.

81a P8, 22b P9 y 45a P4 Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: cuajado de frutos pequefios sin semilla en
plantas envejecidas.

6aP3y15aP9 Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: cuajado de frutos pequefios con poca semilla
en plantas envejecidas.

103¢c 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.
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3.3.1.b. Mutantes de la coleccion 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 continuacion.

282 ET73

Numero de insertos: El andlisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene una

sola insercion.

Morfologia y color de la hoja: las hojas y foliolos del mutante eran de menor tamafio y de

un tono verde mas claro que los de p73 (figura 77).

Figura 77. Tamafio, color y morfologia de la hoja del mutante 282 ET73 (a)

respecto a la del testigo (b).

Tamafio y habito de crecimiento del mutante: el mutante exhibié 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 nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia fue también menor en el

mutante. Entre inflorescencias, el nimero de fitobmeros fue similar al de p73 (figura 78b).
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Longitud (cm)

0-1 2 23 34 4-5 56

W282 ET73 31,50 16,00 14,00 19,50 19,50 22,50
mp73 79,60 20,10 21,20 24,60 13,60 17,80

Inflorescencias

Numero de fitbmeros
-

2

' _ 1

0-1 - 2-3 34 4-5 5-6

0

W282ET73 7,00 2,50 3,00 3,50 3,00 2,50
mp73 10,50 2,40 2,00 3,20 2,40 2,80

Inflorescencias

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) niimero de
fitomeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

Tiempo de floracién: el mutante exhibié un adelanto de la floracion en el espacio (figura

78a y 78b) pero no en el tiempo ya que, ademas de un porte débil, tenia un ritmo de

crecimiento lento.

Flores. Aunque de tamafio similar a las de p73, las flores del mutante exhibian importantes
alteraciones morfoldgicas. Se desarrollaban sépalos petaloides de gran longitud (figura
79c¢), los pétalos eran mas 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 numero de drganos por verticilo en los tres primeros verticilos. En

general, las flores del mutante tenian 6 sépalos, 4 pétalos y 7 estambres.

Inflorescencias y frutos. La arquitectura de la inflorescencia asi como el tipo y origen de

los frutos dependian del estado ontogénico de la planta (posicion 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
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invernadero de la ETSIA durante mas 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 otofio — 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 nimero
de flores por inflorescencia fueron similares a los de p73. En cambio, a partir de la quinta
inflorescencia el nimero de flores era mucho mayor. En algln caso concreto se llegaron a
contabilizar hasta 30 flores en una inflorescencia, y en todos los casos, el nimero de flores

superaba la docena (figura 79a).

Figura 79. Inflorescencias del mutante 282 ET73 (a) y de p73 (b). Detalle de una
de las flores mutantes (c).

En estas primeras inflorescencias no se observé 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 partenocarpicos de morfologia 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
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de la zona de unién de la flor con el pedicelo (justo en la zona en la que, como se
describird mas adelante, se detect6 la expresion del delator en flores). En efecto, en frutos
verdes de pequefio calibre (recién cuajados) quedaban resquicios del ovario en el que

incluso se podian apreciar los 6vulos (figuras 80g y 80h).

Figura 80. Cuajado de los primeros frutos en el invernadero (a) y detalle de la morfologia
de los frutos en diferentes estadios de desarrollo (b, ¢ y d). Expresion del delator en fruto
(e). Expresion 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: 6vulos.

En el segundo ciclo de cultivo, en plantas de mas 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 pequefio calibre, partenocdrpicos y de color
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anaranjado, no alcanzando nunca la pigmentacién roja (figura 81la y 81b). Cuando las
plantas del invernadero de la ETSIA se cambiaron a otro invernadero, al cabo de un tiempo
(cuando las plantas tenian 8-9 meses) empezaron a desarrollarse inflorescencias enormes
con multitud de flores y hojas (figura 81a) que seguian dando frutos de color anaranjado.
En estas inflorescencias se pudo observar el desarrollo de estructuras aberrantes de origen

probablemente carpelar (figura 82).

Figura 81. Inflorescencias de plantas envejecidas (a). Detalle de uno de los frutos (b) y patron de
tincion GUS de estos frutos (c).
La barra representa 1 cm.

Figura 82. Estructuras de origen carpelar que se desarrollaban en zonas meristematicas de inflorescencias

de plantas mantenidas en el invernadero durante un periodo de 7-8 meses

Patrén de expresion del delator. En este mutante se observéd expresion del delator en los

sépalos, pétalos y estambres de la flor. Es decir, la expresion del delator se localizo en los

verticilos de la flor donde se habian observado diferencias con respecto al WT.
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Ademas, cuando se analiz6 la expresion del delator en flores de las plantas del primer
ciclo que habian dado frutos procedentes de la zona de unidn del pedicelo con el ovario se
observd que la expresion del delator aparecia precisamente en esta zona (figura 80f). La
expresion del delator se mantuvo a lo largo del desarrollo de estos frutos anomalos (figuras

80f, 80g y 80h) asi como en frutos totalmente desarrollados (figura 80e).

De forma similar, en las plantas cultivadas durante el segundo ciclo (que daban
frutos pequefios, partenocdrpicos 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 detectd expresion del delator en la zona de union del pedicelo con

el ovario.

Es decir, en este mutante la expresion del delator parece estar relacionada con el
fenotipo de la planta. Asi pues, teniendo en cuento la espectacularidad del fenotipo, la
asociacion entre las alteraciones fenotipicas del mutante y la expresion delator y, sobre
todo, el hecho de que sélo tiene una insercion, parece claro que este mutante es un firme

candidato para proceder a la clonacion del gen etiquetado por la trampa de intensificadores.

630 ET73

Numero de insertos: El andlisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene

multiples inserciones.

Morfologia y color de la hoja: las hojas y foliolos del mutante eran de menor tamafio y de

un tono verde mas claro que las de p73 (figura 83).

b

Figura 83. Tamaifio, color y morfologia de la hoja del
mutante 630 ET73 (a) respecto a la del testigo (b).
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Tamafio y habito de crecimiento del mutante: el mutante exhibi6 un porte débil y un ritmo

de crecimiento mas lento que p73, sin que ello afectara finalmente a su tamafio, que fue
similar al de las plantas de fenotipo silvestre. La longitud y nimero de fitomeros hasta la

primera inflorescencia y entre inflorescencias fueron similares en el mutante y en p73.

Tiempo de floracidn: el mutante exhibi6 un retraso de la floracion 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 nimero de flores por inflorescencia

Tamaio, morfologia y color de la flor: la flor, de tamafo similar a la de p73, sélo exhibia

alteraciones en el ovario, que ya desde los primeros estadios del desarrollo exhibia una
morfologia redondo-alargada. Conviene resaltar que el andlisis histoquimico del delator

reveld la expresion GUS en el ovario (figura 84a).

i

Figura 84. Flor del mutante 630 ET73 y region en la se expresa el delator (a) respecto
al testigo (b). Detalle de la morfologia del ovario del mutante (1) y del testigo (2).

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
observo el desarrollo ectdpico de estructuras andmalas en la zona estilar del fruto. En el

mutante cuajaron aproximadamente el mismo niimero de frutos que en p73.
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P73 (WT)

630 ET73

C I I

Figura 85. a) Morfologia de frutos recién cuajados del mutante y de p73. b) Frutos del

mutante en distintos estadios de desarrollo. ¢) Fruto maduro del mutante (izda.) y de p73
(dcha.). d) Ausencia de semillas en los frutos del mutante.

740 ET73

Numero de insertos: El analisis Southern efectuado en la UAL indica que la TG1 tiene una

sola insercion.

Morfologia y color de la hoja: las hojas del mutante eran de menor tamafio y con menor

numero de foliolos. Lo mas notable es que los foliolos del mutante no son compuestos,
sino que en cada raquilla s6lo se desarrolla un foliolo. Ademas, los foliolos del mutante

carecian de lobulos (figura 86).
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Figura 86. Tamaiio, color y morfologia de la hoja del mutante 740 ET73
(a) respecto a la del testigo (b).

Tamaio y habito de crecimiento del mutante: La longitud hasta la primera inflorescencia y

entre inflorescencias fue mayor que en p73 (figura 8§7a).

El nimero de fitdbmeros hasta la primera inflorescencia fue similar en el mutante y en
el testigo. Entre inflorescencias, sin embargo, el mutante desarrolld6 mayor niumero de
fitomeros (figura 87b). La distancia internodal en el mutante era un poco mayor que en

p73.

Tiempo de floracién: el mutante exhibidé un retraso de la floraciéon a nivel espacio-

temporal, ya que, ademas de que la primera inflorescencia se desarrollaba mas 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
ocurria un fenémeno curioso en relacion con la floracion (figura 88). En estas estructuras,
las primeras inflorescencias se desarrollaban mucho antes (tras el 3 o 4° fitdbmero) que en

p73 (11° o 12° fitdbmero).
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Inflorescencias

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) niimero de
fitbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

Figura 88. Detalle del desarrollo
temprano de inflorescencias a partir de
brotes axilares y/o adventicios en las
plantas de fenotipo mutante.
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Inflorescencia: fue una de las partes de la planta en la que mas 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 contenian flores, meristemos y hojas. Ademas,
en plantas envejecidas, se producia una conversion de estos meristemos en estructuras de

tipo multicarpelar (ver apartado de fructificacion).

Meristemo —»
Flor —O
Hoja —O

i

Meristemo vegetativo -->>

Flor —O

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 89¢). 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
(cominmente denominados chupones), tienen una arquitectura similar a la de una planta, y
no se parecen al tipo de indeterminacion que ocurria en las inflorescencias de las plantas

mutantes (ver esquema 89c).

Tamaio, morfologia y color de la flor: de mayor tamafio que la de p73 (figura 90), la flor

del mutante tenia mayor numero de pétalos y estambres (entre 7 y 12), un estilo de menor

longitud y un ovario de mayor calibre.

I A
| A e

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 niimero de 6rganos por verticilo. ¢) comparacion de una flor mutante (izda) respecto a
una de p73 (dcha.).

La barra representa 1 cm.

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 partenocarpicos, de pequefio calibre, pigmentacion 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 desprendian del fruto (ver

figura 91).
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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).

En plantas envejecidas se pudo observar el desarrollo de estructuras multicarpelares
que, aparentemente, surgian 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 habia observado
previamente en frutos, una pigmentacion roja en la madurez. La textura de estas estructuras

era idéntica a la de un fruto.

Conviene indicar que hemos observado interaccion entre el fenotipo mutante y el
ambiente en el que se cultivaron las plantas. EI mutante se cultivé en dos invernaderos con
diferentes condiciones medioambientales, sobre todo por lo que se refiere a la humedad
relativa y la iluminacién. En el invernadero con mayor humedad relativa (IBMCP), la
iluminacion a lo largo del periodo diurno es practicamente artificial, mientras que en el de
menor humedad relativa (ETSIA), la iluminacién es principalmente natural, aunque posee
luz de apoyo para suplementar las horas de luz en época invernal. El nimero de horas de

luz-oscuridad en ambos invernaderos es 16-8, respectivamente.
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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.

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 rapidamente. El resto de alteraciones
fenotipicas (morfologia de la hoja, habito de crecimiento y tamano de la flor) eran
idénticas en ambos invernaderos. En nuestra opinidn, estas diferencias ocasionadas por las
condiciones ambientales podrian deberse a diferencias en el nivel de expresion del gen
etiquetado por el T-DNA y/o alteraciones en los niveles de expresion de otros genes que
actian de forma coordinada con el gen etiquetado. El andlisis de expresion de genes
candidatos y, sobre todo, la clonacion y analisis funcional del gen etiquetado permitiran en

un futuro esclarecer algunas de estas cuestiones.

Conviene mencionar por ultimo que, como los del fruto del mutante son

partenocarpicos, no se pudo obtener la TG2.
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Otros mutantes de la coleccion 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 coleccion de lineas T-DNA con el vector pD991.

Tabla 31. Otros fenotipos variantes para caracteres reproductivos detectados en TG1

Genotipos

Fenotipos observados

55 ET73y 220 ET73

87 ET73,291 ET73,316 ET73 y 341 ET73

73 ET73, 142 ET73, 178 ET73, 201 ET73, 353
ET73,358 ET73,383 ET73 y 462 ET73

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

11 ET73 y 45 ET73

339 ET73

21 ET73, 85 ET73, 382 ET73, 459 ET73, 483 ET73,
504 ET73, 505 ET73, 540 ET73, 608 ET73, 750
ET73, 815 ET73y 949 ET73

602 ET73 (figura 93)

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
flor: retraso en el desarrollo de la flor.

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la
flor: plantas con morfologia de la flor alterada

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la
flor y del fruto: plantas afectadas en la morfologia
y/o tamafo de la flor y en el cuajado del fruto.

Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: cuajado de muy pocos frutos.

Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: retraso en el cuajado de frutos.

Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: cuajado de frutos pequefios.

Alteraciones relacionadas con la formacion del
fruto: esterilidad.

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la
semilla: cuajado de frutos con un porcentaje
considerable de semilla oscura.

Alteraciones relacionadas con el desarrollo de la
semilla: frutos con un elevado nimero 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 coleccion de plantas transgénicas con construcciones

convencionales

Tras caracterizar 17 progenies TG2, se identificé un mutante al que denominamos
frankenstein por las cicatrices que aparecen en la piel de los frutos. Sus caracteristicas mas

relevantes se describen a continuacion

frankenstein (codigo 102a P4)

Este mutante procede de una transformacion genética realizada con una construccion

que porta el gen marcador nptll y el gen delator GFP.

Deteccion del mutante: Se cultivaron 10 plantas de la progenie TG2 y 5 de ellas exhibieron

el fenotipo mutante.

Morfologia y color de la hoja: el mutante desarroll6 hojas similares a las de p73.

Tamafio y hébito de crecimiento del mutante: el tamafo y la arquitectura de la planta no

diferian respecto a p73, pero habia un notable retraso en la aparicion de las inflorescencias

(figura 94a y 94b).

La longitud del tallo hasta la primera inflorescencia era mayor que en p73. Entre
inflorescencias ocurria algo similar. El nimero de fitdmeros hasta la primera inflorescencia

también era mayor que en p73 y lo mismo ocurria entre inflorescencias.

De hecho, el desarrollo tardio de inflorescencias so6lo permitié 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 floracion. El mutante frankenstein exhibié un retraso de la floracion en el

espacio y en el tiempo ya que, aunque el ritmo de crecimiento era similar al de p73, la

primera inflorescencia se formd después del fitomero 16 (figuras 94a y 94b).

Inflorescencia: la arquitectura fue similar a la de p73 pero el nimero de flores por

inflorescencia era menor (4,52 + 0,4 en el mutante y 7,1 £ 0,3 cm en p73).

Tamaifio, morfologia v color de la flor: una de las caracteristicas mas relevantes del

mutante fue el enorme tamafio de los sépalos consecuencia de la conversion homedtica de
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los mismos en estructuras tipo hoja (figura 95). Los pétalos y estambres del mutante eran

de menor tamafio que los de p73 (figura 95¢).

8

Longitud (cm)

g

5 2

8

BFrk
73

127,00
79,60

on

Numero de fitbmeros

W Frk
Wp73

16,40
10,50

6,20
2,40

Inflorescencias

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) nimero de
fitdbmeros hasta la primera inflorescencia (0-1) y entre inflorescencias (1-2, 2-3...).

Figura 95. Inflorescencia del mutante frankenstein (a y b) donde se aprecia como rasgo
mas aparente el desarrollo de sépalos tipo hoja. ¢) Comparacion de una flor frankenstein

respecto a la de p73 en estadio de antesis.
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Un anélisis mas detallado de las flores en diferentes estadios de desarrollo (botén
floral, preantesis y antesis) reveld la existencia de conversiones homedticas en ciertos
verticilos o, dicho de otra forma, el desarrollo ectopico de estructuras correspondientes a
un verticilo en otro distinto. Estas alteraciones no ocurrian de forma sistematica en todas
las flores, sino que algunas flores exhibian 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 6vulos en las paredes del ovario en una flor en estadio de boton 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: 6vulos
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Caracteres relacionados con el fruto: las plantas de fenotipo mutante desarrollaron frutos

de pequeno calibre con cicatrices longitudinales (figura 97). En nuestra opinion, estas
cicatrices son las marcas que deja un estambre fusionado al ovario cuando se desprende de

un fruto que ha cuajado.

Figura 97. Frutos del mutante frankenstein en diferentes estadios de desarrollo. La cicatriz
tipica del fruto dio el nombre al mutante.

Los frutos de las plantas mutantes tenian poca semilla, pero el nimero 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 coleccion de plantas transgénicas con la trampa de

intensificadores

Tras caracterizar 20 progenies TG2 de la coleccion de lineas T-DNA con la trampa
de intensificadores se identificé un posible mutante. Sus caracteristicas mas relevantes se

describen a continuacion

41 ET73

Deteccion del mutante: Se cultivaron 10 plantas TG2 y 2 de ellas exhibieron el fenotipo

mutante.

Numero de insertos. El analisis Southern realizado en la UAL indica que la TGI tiene 2

inserciones.

Morfologia y color de la hoja: las plantas mutantes desarrollaban hojas similares a las de

p73.
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Tamafio y hébito de crecimiento del mutante: el tamafo y la arquitectura de la planta no

diferian respecto a p73.

Tiempo de floracién: era similar al de p73

Inflorescencia: en las plantas de fenotipo mutante se observo una mayor ramificacion en la
tercera inflorescencia dando lugar a un elevado numero de flores (figura 98 y 99).
Conviene indicar que la inflorescencia era determinada, es decir, el mayor nlimero de

flores no se debe a una indeterminacion de la inflorescencia.

35

30 4

R el

20 A

Numero de flores

Primera Segunda Tercera Cuarta Quinta Sexta

W41 ET73 9,00 6,50 27,50 8,00 9,00 2,50
Wp73 6,80 8,20 7,80 6,50 7,10 6,00

Inflorescencia

Figura 98. Numero de flores por inflorescencia en el mutante 41 ET73 y en p73

Figura 99. Detalle del nimero de flores en la tercera inflorescencia de las plantas de fenotipo mutante.

Tamafio, morfologia y color de la flor: las flores del mutante eran similares a las de p73

Caracteres relacionados con el fruto: la morfologia de los frutos del mutante era idéntica a

la de los frutos de p73. Sin embargo, el nimero de frutos que generaron las plantas de
fenotipo mutante fue mayor, consecuencia del mayor numero de flores en la tercera

inflorescencia (figura 100 y 101).
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W41 ET73 2,00 1,50 7,50 1,00 2,50
Wp73 2,00 3,60 2,80 2,60 2,80

A Hll .n

Cuarta Quinta

Segunda Tercera

Inflorescencia

Figura 100. Numero de frutos por inflorescencia en el mutante 41 ET73 y en

Figura 101. Detalle del cuajado de frutos en la tercera
inflorescencia de una de las plantas de fenotipo mutante.

Expresion del delator. En este mutante se observo un elevado nivel de expresion del

delator en los estambres de la flor y en el embridn de las semillas en plantas TG1, asi como
en algunas de las plantas TG2 (figura 102). No se detecto diferencia entre la expresion del
delator en las plantas TG2 de fenotipo mutante respecto a las de fenotipo silvestre

(supuestamente hemicigoéticas).

Figura 102. Expresion del delator en el embrion de la planta 47 ET73.
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V. DISCUSION

Los genomas de las plantas superiores estan compuestos por miles de genes que
controlan diferentes caracteres. El conocimiento de la funcion de los genes que determinan
los caracteres de interés agrondmico es uno de los principales retos de los proyectos de
genomica funcional en curso. Estos conocimientos van a proporcionar la base cientifica

para abordar los programas de mejora genética en los afios venideros.

En este contexto, el andlisis detallado de un mutante representa uno de los caminos
mas exitosos para determinar la funciéon de un gen. Desde un punto metodoldgico, los
mutantes pueden ser generados a través de mutagénesis quimica (e.g. EMS), fisica
(irradiacidon) o insercional (transposones o T-DNA). Entre estas aproximaciones, la
mutagénesis insercional se ha convertido en los ultimos afios en una herramienta basica
para la identificacion y etiquetado de genes, asi como para el andlisis de su funcion. En
este sentido, la disrupcion de un gen enddgeno o la integracion del inserto transgénico en la
vecindad del mismo pueden ocasionar la anulacion o alteracion de su funcion. Ademas, el
uso de la mutagénesis insercional proporciona, en principio, el camino mas rapido para la

clonacién del gen mutado (Radhamony et al. 2005).

Una de las ventajas del T-DNA sobre los transposones como mutigeno insercional es
que el T-DNA no salta tras la insercion y es quimica y fisicamente 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 lineas 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),
alamo (Harrison et al, 2007), tomate (Mathews et al, 2003), cebada (Zhao et al, 2006) y
fresa (Oosumi et al, 2006).

Diferentes aspectos de caracter social, economico y cientifico 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 horticolas que se comercializan,

la mas importante por lo que representa su produccion, asi como por aspectos relacionados
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con su distribuciéon y consumo. Asimismo, la cantidad, calidad y diversidad de centros
publicos y privados dedicados a la investigacion y mejora de esta especie reflejan tanto su

importancia econdmica como social.

Desde un punto de vista cientifico, su naturaleza diploide, pequefio tamano 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, espontaneos e
inducidos por EMS) y recursos genéticos y gendomicos (marcadores de DNA, colecciones
de EST, microarrays publicos y un mapa fisico desarrollado) convierten al tomate en uno
de los mas efectivos modelos entre las especies de interés agrondémico (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 maduracion 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 como se establece la
identidad del meristemo caracteristico de esta especie, el meristemo simpodial, y cuéles
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 inicid, en
colaboracion con los grupos de los doctores Rafael Lozano y Trinidad Angosto (UAL-
Almeria) y de la Dra. M* Carmen Bolarin (CEBAS-Murcia), una linea de investigacion
relacionada con la identificacidon de secuencias codificantes y elementos de regulacion de
genes implicados en procesos basicos del desarrollo vegetativo y reproductivo, asi como en

la tolerancia o susceptibilidad al estrés hidrico y/o salino.

La aportacion de esta Tesis Doctoral en este proyecto de investigacion ha sido la
generacion una coleccion de lineas de insercion por T-DNA en tomate y la identificacion
de mutantes afectados en caracteres relacionados con el desarrollo. En concreto, se han
generado mas de 1200 lineas T-DNA y se han obtenido sus descendencias TG2. La
caracterizacion de estas lineas en TG1 ha conducido a la deteccion 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 pequefia muestra de progenies TG2 (en

concreto 37) lo que ha permitido la identificaciéon de 6 mutantes recesivos.

Conviene indicar que el nimero 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 lineas que exhiben ciertas alteraciones fenotipicas no sea mas
que un variante epigenético, debido, por ejemplo, a una alteracion en el proceso de
metilacion del DNA (Jain, 2001). En este caso, estas alteraciones no se transmitiran a la
descendencia, a no ser que estén asociadas a un fendémeno de paramutacion (Cuzin et al,
2008). Podria ocurrir también que algunos de los mutantes que hemos identificado sean de
tipo somaclonal y no insercional. La variacion somaclonal es la variaciéon genética que
surge como consecuencia del cultivo in vitro y puede deberse a multiples causas (Moreno,
1997). Curiosamente, algunos cambios de tipo epigenético, como por ejemplo la
metilacion, pueden convertirse en cambios genéticos, es decir en verdaderas mutaciones,
mediante el mecanismo que en su tiempo se denomin6 como RIP (Lee and Phillips, 1988).
No obstante, una buena parte de los mutantes puntuales de tipo somaclonal surgen como
consecuencia de la activacion de elementos transponibles. Por citar un ejemplo, Hirochika
et al (1996) identificaron 15 retrotransposones en arroz (7os6-T0s20) 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 mas activo era Tos17. La activacion de elementos transponibles in vitro
tiene los mismos efectos que una mutacion insercional (anulacion de funcién o alteracion
de expresion de un gen endogeno), pero la diferencia estriba en que el gen enddgeno no

quedaria etiquetado por el T-DNA, sino por el transposon.

Lo cierto es que los trabajos del grupo indican que, a diferencia de lo que ocurre en
melon (Moreno and Roig, 1990), la tasa de variacion epigenética en plantas de tomate
regeneradas en cultivo in vitro es muy escasa. De forma similar, con el método de
regeneracion desarrollado en nuestro laboratorio para los experimentos de transformacion,
la frecuencia de mutaciones somaclonales es muy baja. AlUn asi, es evidente que, en una

coleccion de mas de 1200 lineas T-DNA, debe haber algiin mutante de tipo somaclonal.

Por tanto, para llegar a la conclusion de que un determinado mutante es de tipo
insercional (y no somaclonal) hay que comprobar que hay correlacion entre el inserto y la

mutacion. En el caso de que el mutante sea fértil, se puede hacer un analisis genético en la
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descendencia para comprobar la cosegregacion inserto-mutacion. La forma habitual de
hacerlo es estudiar la segregacion del gen marcador (en nuestro caso el gen nptll, que
confiere resistencia a la kanamicina) y el fenotipo mutante. No obstante, incluso en el caso
de una simple insercion, el andlisis puede no ser tan sencillo como podria parecer. Por
ejemplo, si la mutacion insercional tienen un efecto recesivo la cosegregacion es parcial
(todas las plantas mutantes son resistentes a la kanamicina, pero no todas las plantas
resistentes a la kanamicina tienen fenotipo mutante). Ademds, con independencia del
efecto de la mutacion (dominante, semidominante, aditivo o recesivo) hay toda una gama
de procesos (e.g. silenciamiento en homocigosis del gen marcador, letalidad ocasionada
por la insercion en plantas homocigoticas, letalidad a nivel de un tipo de gametos, etc.) que

pueden ocasionar desviaciones en la segregacion esperada.

La cosa se complica mucho mds si, en lugar de una insercion, hay dos o mas
inserciones del T-DNA. Ahora bien, con independencia del nimero de copias, no hay que
descartar la presencia de insertos anomalos. Por ejemplo en una planta con dos insertos
podria ocurrir que la copia que provoca la mutacion insercional haya perdido el gen npt/l,
mientras que la otra copia (que no tiene efecto insercional) si tenga el gen marcador. En
este caso se trata de un mutante insercional en el que la copia anomala ha etiquetado un
gen enddgeno, pero los andlisis indicaran que no hay cosegregacion entre el fenotipo
mutante y la resistencia a la kanamicina. Es mas, aunque el andlisis de cosegregacion se
haga mediante pruebas de tipo molecular (PCR o Southern), si la sonda utilizada esta
disefiada para detectar el gen marcador (que es lo mas habitual), el resultado serd el mismo:

no habra cosegregacion.

Por esa razon, si los andlisis de cosegregacion se efectlan mediante pruebas
moleculares (PCR o Southern), conviene utilizar cebadores de secuencias de los bordes
(derecho o izquierdo), ademas de las que los que habitualmente se utilizan (e.g. cebadores
del gen marcador o delator). Aun asi, es probable que durante la integracion 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 andlisis sera que no hay

cosegregacion, aunque en realidad si es una mutacion insercional.

Por ejemplo, Miyao et al (2007) a partir de una coleccion de mutantes insercionales
en arroz generados con el retrotransposon 7osl7 observaron la falta de correlacion
mutacion-inserto en algunos variantes. Los autores indicaron que, en esos casos, los

variantes podrian estar ocasionados por la insercion de otro transposén nativo, por
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aberraciones cromosomicas 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 s6lo afecta a un tipo de gametos (masculinos o
femeninos), no se conseguird la TG2, pero si se podra 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 analisis genético y comprobar la existencia de cosegregacion
inserto-mutacion, no queda mas remedio que secuenciar y analizar las secuencias
flanqueantes del T-DNA (o de los T-DNAs en el caso de multiples copias). En este caso, a
través de la informacion existente sobre las regiones del genoma que ya se han secuenciado
es factible inferir si la mutacion se debe o no a la disrupcion de un gen enddgeno o a la
alteracion en la expresion de dicho gen que ocasiona la insercion 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 todavia de la secuencia completa del genoma. Por
tanto, si no se identifica algin gen candidato, la Unica solucion es secuenciar el gen
endogeno etiquetado por un T-DNA mediante TAIL-PCR o Anchor-PCR (Schupp et al,
1999) y, a posteriori, llevar a cabo un andlisis funcional para comprobar si la anulacion de
funcién del mismo (e.g. RNAIi) o su sobreexpresion (e.g. 35s) genera un fenotipo similar al
del mutante. La ventaja de esta aproximacion estriba en que, ademas de demostrar que el
fenotipo mutante se debe a una insercion del T-DNA, se habrd avanzado

considerablemente en el andlisis funcional del gen.

Cuando iniciamos el proyecto sobre mutagénesis insercional en tomate, el
planteamiento anterior nos parecia irreal. Sin embargo, gracias a la colaboracion con el
grupo de los Dres. Rafael Lozano y Trinidad Angosto, ahora sabemos que estabamos
equivocados. Los trabajos efectuados por el grupo de la UAL han permitido poner a punto
métodos eficaces para la secuenciacion de las regiones flanqueantes a un T-DNA en
tomate. De esta forma, lo que antes parecia un tanto irreal, ahora es factible. Con todo, el

que sea factible no significa que sea facil.

En el momento presente, el planteamiento anterior es asequible en el caso de lineas

T-DNA con una o, a lo sumo, dos inserciones. En el caso de tres o mas copias, la cosa se
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complica porque, aparte del trabajo que representa la clonacion de las secuencias
flanqueantes, hay que llevar a cabo el andlisis funcional de cada uno de los genes, lo que
implica una enorme cantidad de trabajo porque hay que obtener y evaluar un numero
suficiente de plantas transgénicas en las que se haya obtenido la anulaciéon de funcion y la

sobreexpresion de cada uno de los genes.

Por lo que respecta a la estrategia a seguir en primera instancia para el analisis
funcional, RNAi o sobreexpresion, la ventaja de la primera es que no requiere la clonacion
de toda la region estructural del gen, y ademads es el método mas adecuado en el caso de
mutantes insercionales de anulacion de funcion. La sobreexpresion puede ser mas
adecuada, al menos en principio, en el caso de ciertas mutaciones dominantes,
semidominantes o aditivas que generan una sobreexpresion del gen endogeno, debido, por
ejemplo, a la insercion del T-DNA corriente arriba del gen o en alguno de sus elementos de
control en 5°. Aln asi, 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
sobreexpresion del gen no tiene porqué ser idéntico al del mutante insercional. Es mads, la
sobreexpresion con el promotor 35s suele generar efectos pleiotropicos que pueden generar

confusion a la hora de llevar a cabo el analisis funcional.

Por conexion con la pleiotropia, aunque retomando el tema de la evaluacion de lineas
T-DNA, un aspecto a tener en cuenta es que los mutantes insercionales (como cualquier
otro tipo de mutantes) suelen exhibir efectos pleiotropicos, lo que suele complicar la
asignacion de la funcion (o, mejor dicho, la inferencia en torno a la funcidon) del gen
mutado. Esto puede deberse a que el gen en cuestion esté implicado no en uno, sino en
varios caracteres que afectan al desarrollo de la planta, aunque también puede ocurrir que
la alteracion de la expresion del gen mutado provoque cambios dramaticos en el nivel de

expresion de otros genes que interactuan 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 rapidos exhibian pleiotropia. Miyao et al
(2007) indicaron que casi la mitad de los mutantes de arroz que identificaron estaban

afectados en mas de un caracter.

Nosotros hemos observado que el 52% de los mutantes que identificamos en TG1 y
el 33% de los que se detectaron en la TG2 exhibian alteraciones en mas de un caracter. De

hecho, la mayor parte de mutantes con efectos pleiotropicos mostraban alteraciones en
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caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo y reproductivo (las dos categorias que
utilizamos para la clasificacion de los mutantes en esta Tesis Doctoral). De hecho, los
efectos pleiotropicos que exhibieron la mayor parte de los mutantes nos hicieron dudar

sobre el apartado en el que habia que incluir a dichos mutantes.

A la hora de llevar a cabo la clasificacion, lo que decidimos fue incluir a cada
mutante en el apartado correspondiente al caricter del desarrollo (vegetativo o
reproductivo) que, de forma mas notable, habia contribuido a la identificacién del mismo,
lo que no significa que el gen mutado responsable de dicha alteracion fenotipica esté
implicado, al menos de forma directa, en aspectos relacionados con ese caracter. Por tanto,
en lo que respecta a nuestros mutantes, podria 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
caracterizacion de los genes etiquetados en los mutantes de insercion y su posterior analisis
funcional en plantas transgénicas, tendremos una idea mas clara del sitio en el que

deberiamos 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 nimero de plantas
(TG1) o descendencias (TG2) en las que se observaron estos fenotipos diferenciales (o
descriptores fenotipicos). Al respecto conviene recordar que muchos de los mutantes
exhibieron alteraciones en mas de un caracter (pleiotropia), y, por consiguiente, en la tabla

un mutante puede estar representado en diferentes descriptores fenotipicos.

Tal y como puede verse en la tabla 1, los fenotipos mas abundantes estan
relacionados con caracteres del desarrollo vegetativo, en concreto, alteraciones en el
crecimiento (habito y compacidad) o desarrollo de la hoja (tamafio, morfologia o color).
Por lo que respecta al desarrollo reproductivo, los fenotipos mas abundantes estaban

relacionados con esterilidad o infertilidad.
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Tabla 1. Numero de mutantes en funcion del descriptor fenotipico.

Descriptor fenotipico TG1 Porcentaje TG2 Porcentaje*
Crecimiento in vitro' 12 2,18 0 0,00
Desarrollo radicular 0 0,00 1 10,00
Enanismo 5 0,91 2 20,00
Hébito de crecimiento? 108 19,64 0 0,00
Compacidad 42 7,64 0 0,00
Abundante viviparidad 5 091 0 0,00
Abundante ramificacion axilar 2 0,36 0 0,00
Menor tamafio de la hoja 28 5,09 0 0,00
Morfologia 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 n° de flores/inflorescencia 14 2,55 1 10,00
Mayor n° de flores/inflorescencia 2 0,36 1 10,00
Tiempo de floracion 22 4,00 1 10,00
Arquitectura de la inflorescencia 5 0,91 0 0,00
Morfologia de la flor 29 5,27 1 10,00
Tamafo de la flor 17 3,09 0 0,00
Color de la flor 6 1,09 0 0,00
Numero de 6rganos 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 tardio 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
Tamafio del fruto 14 2,55 1 10,00
Morfologia 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

! 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 apice meristematico o las yemas axilares.

% Se han incluido todos los mutantes que exhibieron una arquitectura vegetativa diferencial respecto al control,
como por ejemplo mutantes con alteraciones en el niimero de fitdbmeros entre inflorescencias, porte débil y retraso
del crecimiento.

* Teniendo en cuenta que s6lo 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 coleccion
de mutantes insercionales de arroz obtenida por Miyao et al (2007), los fenotipos mas
frecuentes exhibian alteraciones en caracteres del desarrollo vegetativo, como tamafio de la
planta o aspectos relacionados con el desarrollo foliar, aunque un elevado nimero de

fenotipos estaban relacionados con esterilidad o baja fertilidad. Entre los diferentes
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fenotipos que identificaron en la coleccion de mutantes inducidos (EMS y neutrones
rapidos) de tomate, Menda et al (2004) observaron que los mas abundantes estaban
relacionados con el tamafio de la planta, diferentes tipos de esterilidad y mutaciones en la
hoja, mientras que los menos abundantes estaban relacionados con el desarrollo del fruto,
morfologia de la flor, tiempo de floracion, 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 analizard la expresion de genes candidatos cuya expresion puede haberse visto
alterada como consecuencia de la mutacion. 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 dia se sabe que el desarrollo inicial de la hoja a partir del meristemo
apical del tallo (SAM) requiere de la expresion 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 regulacion del tamafio 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 actha como un
regulador de la expresion de los genes KNOX en el primordio foliar. En efecto, se ha
demostrado que en especies de hoja simple, como Arabidopsis y maiz, el nivel de
expresion de genes KNOX disminuye en el primordio de la hoja, y en este proceso
PHANTASTICA desempefia un papel clave. Por otro lado, se ha propuesto que en el
proceso de iniciacion 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 expresion de los
genes KNOXI durante el proceso de iniciacion de la hoja. Ademas, diversos estudios
sugieren una conexion entre la expresion de genes KNOX y el grado de diseccion de la
hoja. En un trabajo pionero, Hareven et a/ (1996) demostraron que la sobreexpresion de
genes KNOXI (Knotted-1 de maiz) en plantas transgénicas de tomate incrementaba la
lobulacion y expansion de la hoja. En este trabajo, los autores ademads aislaron, mediante
homologia de secuencias con el gen Knotted-1 de maiz, su homologo en tomate (7Kn1).
Janssen et al (1998) obtuvieron fenotipos similares en tomate mediante la sobreexpresion

del gen LeT6 (un gen KNOX de clase I de tomate). Los datos indicaban que la morfologia
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final de la hoja podia ser modificada como consecuencia de una alteracion en el nivel de
expresion de genes KNOX. De hecho, se demostré que el mayor grado de diseccion y la
diferente morfologia de las hojas en los mutantes dominantes Mouse ears (Me) y Curl (Cu)
se debia a diferentes tipos de alteracion de la expresion 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
maiz, exhibe una alteracion de la expresion del gen KNOX de clase I de tomate LeT6/TKn2
(Avivi et al, 2000).

Miiller et al (2006) demostraron un cambio de morfologia de hoja, de simple a
compuesta, expresando de forma constitutiva un gen KNOX de clase I de cebada en plantas
transgénicas de diente de ledn (Taraxacum officinale Web.). Hay y Tsiantis (2006),
comprobaron que la anulacion de la actividad KNOXI en Cardamine hirsuta daba lugar a
una conversion de hojas compuestas en hojas simples. Para ello utilizaron una construccion
RNAI a partir del gen KNOXI de C. hirsuta. Los autores concluyeron que la actividad

KNOXI es necesaria para la formacion 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 expresion solapada de genes tipo
KNOX y PHANTASTICA. En plantas heterocigdticas para la mutacion Mouse ears (Me/+)
se produce un incremento del nivel de expresion del gen LeT6 y una reduccion del nivel de
expresion del ortdlogo de PHANTASTICA en tomate (LePHAN), indicando que LeT6
reprime la expresion de LePHAN. En el homocigoto Mouse ears (Me/Me) el incremento
del nivel de expresion de LeT6 es mucho mayor y la mayor reduccion del nivel de
expresion de LePHAN hace que las hojas no se desarrollen adecuadamente, formandose
estructuras que parecen hojas sin limbo. Este fendémeno también se habia observado en
algunos fenotipos que exhibian una exacerbada sobreexpresion 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 linea de argumentacion, se sabe que algunos reguladores del
crecimiento en plantas (principalmente, giberelinas, auxinas y citoquininas) estan

implicados en el control de la morfologia foliar (Champagne and Sinha, 2004). En el caso
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del tomate, se ha comprobado que el incremento en el grado de diseccion de la hoja
compuesta, mediado por un mayor nivel de expresion de genes tipo KNOJX, va
acompafiado de una reduccion del nivel de expresion del gen Le20oxI, implicado en la
biosintesis de giberelinas (Hay et al, 2002). De hecho, los mutantes Me y Cu, que
manifiestan una expresion ectopica de LeT6, exhiben ademas una concomitante reduccion
de GA20-OXIDASA, es decir menores niveles de giberelina. Asimismo, Hay et al (2002)
demostraron que tanto la aplicacion exdgena de giberelinas como la sefializacion
constitutiva de giberelinas (que exhibe el mutante de tomate procera) reducia el grado de
diseccion de las hojas de tomate. Estos resultados indican que la complejidad de la hoja en

tomate esta regulada también por giberelinas (Hay et a/, 2002; Hay et al, 2004).

Experimentos recientes de genética molecular han permitido comprobar que las
auxinas desempefian un papel importante durante el desarrollo inicial de los primordios de
hoja. En este sentido, la aplicacion exogena de auxinas naturales en los flancos del SAM
conduce a la formacion de nuevos primordios mientras que cuando se realizan tratamientos
con inhibidores del transporte polar de auxinas no se desarrollan 6rganos 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 regulacion
negativa de la expresion 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 tamafio y la
morfologia foliar (entre otros defectos relacionados con el desarrollo), adolece de un

incremento del transporte polar de auxinas.

Diversos trabajos ejemplifican la relacion entre los niveles enddgenos de citoquinina
y la expresion de genes tipo KNOX. Por ejemplo, los fenotipos de expresion alterada de
genes KNOX son similares a los de sobreexpresion de citoquininas (Estruch et al, 1991;
Sinha et al, 1993). Asimismo, se ha comprobado que la sobreexpresion de genes tipo
KNOX estimula la sintesis 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 exhibié un mayor grado de diseccion foliar (figura 1). En los mutantes 57 ET73, 740
ET73 y 816 ET73 observamos todo lo contrario, es decir, menor grado de diseccion foliar

(figura 1). Casi todos los mutantes mencionados exhibieron también alteraciones en el
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tamafio de la hoja o en la morfologia de los foliolos. No obstante, hemos observado que
muchos de los mutantes exhibian alteraciones relacionadas con la morfologia de los
foliolos pero no tanto con el grado de diseccion foliar, que era similar al de las hojas del
testigo (e.g. mutantes compactlb, 605 ET73). Se ha comprobado, en este sentido, que
alteraciones no tan drasticas en los niveles de expresion de genes tipo KNOX ocasionan

l6bulos mas pronunciados o arrugamiento en las hojas (Hake et al, 2004).

740 ET73

816 ET73 57 ET73 1

compact 1b 605 ET73

Figura 1. Alteraciones morfoldgicas (especialmente en lo que se refiere al patron de diseccion
foliar y a la morfologia del foliolo) observadas en las hojas de algunos mutantes

En definitiva, las alteraciones morfologicas que se han observado en las hojas de los
diversos mutantes (figura 1) podrian deberse a cambios de expresion en genes tipo KNOX

y PHANTASTICA, asi como genes implicados en los procesos de biosintesis o transporte
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de reguladores del crecimiento. En cualquier caso, se podrian 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 morfologia de la hoja. En uno de los
mutantes (goblet) que exhibia un menor grado de diseccion foliar, pero 16bulos mas
pronunciados, los niveles de expresion de los genes 7Knl y LeT6/TKn2 eran practicamente
indetectables respecto a los niveles del testigo. Comprobaron que la mutacion GOBLET se
encuentra en el cromosoma 7 de tomate mientras que los genes TKnl y LeT6/TKn2 se
encuentran en los cromosomas 2 y 4, respectivamente, lo que quiere decir que no se trata
de una mutacion en dichos genes, aunque, de manera indirecta, si altera sus niveles de

expresion.

Por otro lado, en otro de los mutantes (multi drop), el mayor grado de diseccion
foliar se pudo correlacionar con el mayor nivel de expresion de los genes TKnl y
LeT6/TKn2. Sin embargo, en dos mutantes que exhibian menor nivel de diseccion foliar
(expelled shoot y shot pedicel) el nivel de expresion de TKnl no variaba respecto al testigo

y LeT6/TKn2 estaba sobreexpresado.

Brand et al (2007) sugieren que, junto con la participacion de los genes KNOJX,
deben existir otros genes (que aun no han sido identificados) implicados en los procesos
que controlan la morfologia de la hoja y, por ende, el mantenimiento de la identidad del
SAM. De hecho, otros genes con funciones muy distintas podrian estar implicados en la
morfologia foliar. Por ejemplo, en guisante, que tiene hojas compuestas, no se expresan los
genes tipo KNOX en la hoja (Hofer ef al, 2001), lo que revela una ruta independiente a
KNOX responsable de la diseccion foliar. En el mutante de guisante de pérdida de funcion
unifoliata (uni) las hojas compuestas se transforman en simples. El andlisis molecular del
mutante indicé que UNI codifica para el ortélogo de LEAFY (LFY) de Arabidopsis y
FLORICULA (FLO) de Antirrhinum y que su funcion es requerida en hojas para mantener
una fase transitoria de indeterminacion que conduzca a la formacion de foliolos (Hofer et
al, 1997). Curiosamente, la pérdida de funcion de FALSIFLORA (FA) en tomate (ortdlogo
de FLO/LFY) conlleva, entre otras consecuencias fenotipicas, a una reduccion del nimero
de foliolos intercalados de la hoja (Molinero-Rosales et al, 1999), lo que sugiere que FA

desempefia un cierto papel en el desarrollo de la hoja compuesta.

Por otra parte, no habria que descartar que a partir de un mutante concreto se puedan

identificar nuevos genes tipo KNOX o PHANTASTICA. A titulo de ejemplo, Kimura et al
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(2008) han identificado un nuevo gen KNOX de clase I (PETROSELINUM) responsable de
la variacion existente en la morfologia de la hoja de las especies silvestres de tomate de las
Islas Galapagos. Los autores indican que la variacion existente en estos tomates silvestres
se debe a una delecion en un simple nucleotido del promotor del gen PETROSELINUM lo

que ocasiona una mayor actividad génica.

Cabe afiadir, en relacion con este tema, que algunos de los mutantes que exhibieron
alteraciones en la arquitectura foliar desarrollaban brotes ectopicos en el raquis de la hoja
(fendmeno 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 1. Por ejemplo, Kano-Murakami et al (1993)
indicaron que las plantas transgénicas de tabaco que expresaban el gen OSH! de arroz (un
gen tipo Knl) bajo el control del promotor 35S desarrollaban brotes ectopicos en la cara
adaxial de la hoja. Estos mismos fenotipos se observaron en plantas transgénicas de tabaco
tanto con el gen Knl como con el gen NTHI5 (un gen tipo Knl de tabaco), asi como en
plantas transgénicas de Arabidopsis con el gen KNATI (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 formacion de

brotes ectopicos 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 alteracion de la expresion 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 caracteriz6 por desarrollar flores en este
tipo de estructuras viviparas por lo que no se puede
descartar la posibilidad de que, ademés de alteraciones

en genes de tomate tipo KNOX, se haya producido la % |
alteracion de algun gen implicado en los procesos de } ,
Vitro blooming

floracion.

Debido a como hemos llevado a cabo la identificacion de los mutantes (en

invernadero, cultivando las plantas con fibra de coco y riego hidropoénico) no hemos
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podido realizar un cribado de nuestra coleccion de lineas T-DNA
sobre la base del crecimiento radicular, es decir, fenotipar un 6rgano
que estd creciendo bajo tierra. No obstante, y tratando de investigar

sobre las causas que podrian ocasionar el retraso de crecimiento

(enanismo) de un mutante concreto (nanotom), pudimos comprobar
que los problemas observados en la parte aérea se debian a notables
alteraciones relacionadas con el desarrollo radicular. En concreto,
comprobamos que nanotom exhibia importantes alteraciones en el

desarrollo radicular que parecian estar relacionadas con una limitacion

de la capacidad de crecimiento de los meristemos radiculares.

En la literatura existen muchos trabajos en los que se describe el analisis genético y
molecular de mutantes de Arabidopsis afectados en el desarrollo radicular. Respecto a los
que exhiben alteraciones en la raiz 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 lineas de insercion mientras que glm y
rml se identificaron en la descendencia de colecciones de lineas EMS. Una caracteristica
comun de shr, scr'y glm es el desarrollo andmalo y retrasado del sistema radicular respecto
al del testigo. La observacion al microscopio de secciones de raiz tefiidas con toluidina
reveld la existencia de aberraciones a nivel de division y diferenciacion celular de las capas
que componen la organizacion radial de la raiz de Arabidopsis (Scheres et al, 1995). Las
raices 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, sc» muestra un fenotipo similar, y ademdas no contiene
cortex, y g/m carece de la organizacion caracteristica de tejidos vasculares y de periciclo.
La ausencia de este tipo de células especificas en los mutantes esta relacionada con
defectos relacionados con divisiones particulares durante la embriogénesis asi como
defectos relacionados con la especificacion celular. Por lo que se refiere a rml, se trata de
un mutante cuya alteracion en el sistema radicular (sus raices primarias tienen un tamafo
de unos 2 mm de longitud) se traduce en un menor tamafio de las distintas partes aéreas de
la planta (aunque su fenotipo es normal). Las alteraciones en el sistema radicular se deben
a una limitada division celular en el meristemo de las raices primarias (Cheng et al, 1995).

En definitiva, por lo que respecta a nanotom, no se puede descartar que hayamos

215



LrwLuoture

conseguido etiquetar algun gen implicado en los procesos de division y diferenciacion

radicular.

Habida cuenta de que el nivel endogeno 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 algin regulador de crecimiento
(diferentes tipos de auxina, citoquinina, giberelina o acido abscisico) permitia restaurar el
fenotipo silvestre. Lo que observamos que en la mayor parte de los medios empleados no
se producia la restauracion del fenotipo silvestre. Sin embargo, en uno de ellos,
concretamente en un medio suplementado con zeatina, se
produjo una excesiva respuesta morfogenética en

comparacion con la respuesta del testigo.

En nuestro laboratorio se obtuvo hace algunos afios
una coleccion 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 expresion del gen no eran capaces de enraizar en los
medios de cultivo disefados para tal efecto. Ademads, estas
plantas desarrollaban en la base del tallo un prominente callo

con numerosas estructuras organogénicas en vez de raices.

Cuando las plantas del cultivar p73 (es decir, del
testigo) se cultivaron en un medio suplementado con 0,5 I R~
mg/l de zeatina no fueron capaces de enraizar, aunque tampoco desarrollaron estructuras
organogénicas, probablemente porque la concentracion de zeatina que se utilizd 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 observo

un fenotipo similar al de las plantas transgénicas que sobreexpresan el gen ipt, pero lo

curioso es que el fenotipo es mucho mas extremo.

Hasta llevar a cabo un analisis mas detallado del mutante, nuestra hipdtesis es que las
alteraciones en el sistema radicular que manifiesta nanotom podrian 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
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producido la alteracion del nivel de expresion de algin gen implicado en la sintesis
endogena de fitohormonas que conduzca, en ultima instancia, a un mayor nivel de sintesis
de citoquininas. En principio, ello podria deberse a dos motivos. Podria haberse producido,
por ejemplo, una mutacién en un gen que actiia como regulador negativo de otro implicado
en la sintesis de citoquininas. En este caso, la anulacion de funcion del primero conduciria
a un incremento en la expresion del segundo. De forma alternativa, podria tratarse de una
mutacion insercional que genera la sobreexpresion de un gen implicado en la sintesis de

citoquininas, en cuyo caso lo mas probable es que tenga un efecto dominante.

El mayor nimero de mutantes que se han identificado en el contexto de esta Tesis
esta relacionado con el crecimiento de la parte aérea de la planta. En este sentido, un
elevado numero de mutantes exhibieron un habito 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 numero de mutantes que exhibieron crecimiento
compacto. Por lo que respecta a algunos de los mutantes que
exhibieron un porte mas elongado o mas compacto que el del
testigo, nuestra hipotesis es que el fenotipo resultante de dicha
mutacion podria estar conferido por cambios en los niveles de
expresion de genes implicados en la sintesis, regulacion o
percepcion de las giberelinas o brasinosteroides. Esta hipotesis
se basa en las evidencias fotograficas de algunos trabajos en
los que se describen mutantes o plantas transgénicas que
muestran alteraciones en los niveles enddgenos de los factores
genéticos relacionados con esta hormona. Aunque la funcion
mas obvia es promover el crecimiento vegetativo, hoy en dia
se sabe que las giberelinas desempefian un papel muy
importante en aspectos relacionados con la expansion de las

hojas, el desarrollo de la flor, el cuajado del fruto y la

germinacion de las semillas (Hedden and Kamiya, 1997). En
lo que respecta al porte de la planta, los mutantes deficientes en giberelinas tienden a ser
mas pequefios debido a una reduccion de la longitud del tallo. En el caso contrario, los

mutantes con incrementos en los niveles endoégenos de giberelinas tienen tallos mas largos
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y delgados (Richards et al, 2001; Sakamoto et al, 2004). Estos fenotipos también se

obtienen mediante la aplicacion exdgena 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 revolucion verde
estan 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
alteracion de la expresion de genes implicados en la sintesis de giberelinas modifica la
arquitectura de la planta. Por ejemplo, Xiao et al (2006) comprobaron que la anulacion de
funcioén del gen GA 20-oxidasa (un importante regulador de la ruta de biosintesis de
giberelinas) en plantas transgénicas de tomate daba lugar a fenotipos de menor tamafio y

con menor longitud internodal.

Los niveles endogenos de giberelinas también se pueden alterar a través de
modificaciones genéticas de las proteinas DELLA. Los estudios de genética molecular
efectuados en Arabidopsis han contribuido a esclarecer la ruta de transduccion de sefiales
de DELLA. De acuerdo con el modelo propuesto en Arabidopsis, la respuesta a giberelinas
se encuentra bajo el control negativo de una familia de proteinas DELLA, denominadas
RGA, GAI RGLI1, RGL2 y RGL3 (Peng ef al, 1997; Dill and Sun, 2001; Lee et al, 2002;
Wen and Chang, 2002). El alelo semidominante tipo GAI gai-1, que codifica una proteina
de ganancia de funcion (Argai®), carece del motivo de degradacién 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). Marti et al
(2007) transformaron tomate con Atgaidel y con una construccion antisentido de un gen
DELLA de tomate. En las plantas transgénicas con Azgai habia una ramificacién
abundante y una reducciéon de su tamafo, lo que hacia que las plantas exhibieran una
estructura de tipo compacta, mientras que las plantas de anulacion de funciéon de DELLA
eran muy altas y tenian tallos delgados. Marti et al/ (2007) fenocopiaron estos mismos

fenotipos aplicando de forma exdgena a los parentales silvestres acido giberélico (fenotipo

similar al de plantas transgénicas de anulacion de funcion de DELLA) y pacobutrazol

(fenotipo similar al de plantas transgénicas con Atgai’®)

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 mas desgarbadas, mas altas, con tallos mas finos y
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hojas con l6bulos 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
mas compacto tengan alterada alguna de las rutas de senalizacion de giberelinas. No
obstante, podria ocurrir que en algunos mutantes de fenotipo mas compacto se haya
producido una alteracion de genes que codifican para brasinosteroides (BR). En este
sentido, muchos mutantes deficientes en las rutas de sefializaciéon o biosintesis 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 sefializacion de BR (Koka et a/, 2000; Montoya
et al, 2002). Ademas de la similitud entre muchos de nuestros mutantes de porte mas
compacto y los que aparecen en algunas publicaciones, otra de las evidencias que apuntan
en la direccion de que algunos podrian 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 brotacion axilar. Estos mutantes
podrian estar ocasionados por alteraciones de naturaleza hormonal o por la modificacion de
la expresion de genes implicados en el desarrollo de meristemos axilares. En el caso del
tomate, se conocen dos genes que, de forma directa o indirecta, estan implicados en este
proceso: LATERAL SUPRESSOR (LS) y BLIND (BL). Mientras que BL esta relacionado
con el desarrollo de los meristemos simpodiales y axilares (Rick and Butler, 1956; Schmitz
et al, 2002), LS sélo estd implicado en el desarrollo de los meristemos axilares (Malayer
and Guard, 1964; Schumacher et al,, 1999). La clonacién y caracterizacion funcional de LS
reveld que este gen codifica para un factor de transcripcion de la familia GRASS
relacionado con la regulacion 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
transcripcion MYB y esta relacionado con la regulacion de varios procesos biologicos

(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, si que existen algunos mutantes de este tipo.
Los procesos de senescencia asociados al mutante hypersenescencel (hysl) estan
relacionados con desequilibrios en las rutas de sefalizacion de azucares (Yoshida et al,
2002). Recientemente se ha visto que la expresion del gen AtNAP, un gen que codifica para
un factor de transcripciéon de la familia NAC, esta estrechamente relacionada con los
procesos de senescencia de las hojas en roseta de Arabidopsis. En este sentido, la
sobreexpresion inducible del gen ocasiond senescencia precoz (Guo and Gan, 2006). Los
autores sugieren que genes homologos en otras plantas podrian desempenar funciones
similares. También se ha podido comprobar que las proteinas kinasas, en concreto las
kinasas tipo receptores asociadas a membranas (RLKs), estan 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 endogenos 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 drasticas del contenido de

citoquininas.

De hecho, una de las vias para conseguir retrasar la senescencia consiste en reprimir
la sintesis enddgena de etileno (John et al, 1995; Bovy et al, 1999; Huang et al, 2007). Jing
et al (2002) identificaron tres mutantes de Arabidopsis (oldl, old2 y old3) que exhibian
sintomas prematuros de senescencia foliar. Los autores demostraron que los tres genes
estaban implicados en una ruta de regulaciéon de genes asociados a senescencia (SAGs)

bajo el control de etileno.

Otra de las vias para paliar los sintomas de senescencia esta relacionada con el
incremento del nivel endogeno de citoquininas. La expresion ectdpica de genes que
codifican la sintesis de citoquininas ha permitido inhibir los sintomas de senescencia en
diferentes especies (Smart ef 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 relaciéon con este
tema, se ha demostrado que es necesario que se exprese una invertasa extracelular para que
el proceso de inhibicion 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 numero de mutantes afectados en aspectos relacionados con el
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desarrollo floral. En este sentido, se han identificado un elevado nimero de mutantes que
muestran alteraciones en procesos tan diversos como el tiempo de floracién, numero flores
por inflorescencia, arquitectura de la inflorescencia, morfologia de la flor, tamafo de la flor

y nimero de 6rganos por verticilo (ver tabla 1).

En tomate se conocen varios genes que estan implicados en el tiempo de floracion.
Segtin Kinet y Peet (1997), el tomate estad considerada como una planta de dia neutro y el
tiempo de floracion, entendido como el nimero de hojas desarrolladas hasta el inicio de la
floracion, no esta afectado por el fotoperiodo. No obstante, el hecho de que los mutantes de
tomate de floracion tardia uniflora (uf) y compound inflorescence (s) muestren un fenotipo
mas exacerbado en cosechas de invierno (baja irradiacion) sugiere que debe existir una ruta
dependiente de condiciones medioambientales en la regulacion de la transicion 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 floracion en tomate.
Aun asi, se han identificado y caracterizado algunos genes como miembros de rutas
autonomas que controlan la transicion floral. En el segmento inicial, FALSIFLORA (FA) y
SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) promueven la transicion 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 ef al, 1998). También se ha
podido comprobar que la sobreexpresion del gen APl de Arabidopsis en plantas
transgénicas de tomate ocasiona un adelanto de la floracion 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 floracién
autébnoma en tomate a pesar de que las alteraciones més evidentes producidas por
mutaciones en ambos genes afecten al desarrollo de la inflorescencia o a la zona de
abscision del fruto (Mao et al, 2000; Schmitz et al, 2002; Szymkowiak y Irish, 2006).
Aunque tomate florezca de forma auténoma, las bajas temperaturas (10-15°C) reducen el
nimero de nudos hasta la primera inflorescencia. De forma similar, se ha observado una
reduccion significativa en el tiempo de floracion en muchos cultivares mantenidos en
condiciones de dia corto (Samach y Lotan, 2007). Asimismo, una elevada irradiacion
acelera la floracion, un fendmeno 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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sobreexpresion o el silenciamiento del gen de tomate CRY2 no altera el tiempo de floracion
(a nivel espacial) pero las plantas transgénicas requieren mas dias para que la primera flor
alcance el estadio de antesis (Giliberto et al, 2005). Ademas, se sabe que las giberelinas
promueven floracidon en tomate ya que los mutantes deficientes en giberelinas requieren de
su aplicacion exdgena para florecer (Koornneef et al, 1990). En este contexto, la mayor
parte de los mutantes de fenotipo compacto de los que hablabamos en un pérrafo anterior

exhibieron un notable retraso de la floracion.

Muchos de los mutantes afectados en el tiempo de floracién que nosotros hemos
identificado podrian tener niveles de expresion alterados de los genes que, por lo que
parece, influyen en este caracter. En relacion con este tema, conviene indicar que, de forma
similar a lo que observaron Menda et al (2004) en su coleccion de mutantes de EMS y
neutrones rapidos, la mayor parte de los mutantes que nosotros hemos identificado

exhibieron floracion tardia (tanto a nivel espacial como a nivel temporal).

Por lo que respecta a alteraciones en la inflorescencia, conviene indicar que la
iniciacién del desarrollo reproductivo vincula la conversion 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 estan
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 nimero de flores por inflorescencia.

Se sabe que la actividad del meristemo esta afectada por los genes BL y UF. En el
mutante b/ la inflorescencia desarrolla un niimero reducido de flores mientras que en uf
solo 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 caracteristicas 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 numero de flores por inflorescencias
se debe, en parte, a la extrema bifurcacion 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
Jjointless (j) y macrocalyx (mc) experimentan una
reversion 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;

740 ET73

Szymkowiak e Irish, 2006). Asimismo, Molinero-Rosales et a/ (2004) demostraron que
SFT previene el cambio de identidad del meristemo de inflorescencia desde el momento en

el que se inicia la floracion.

Por otro lado, mutaciones en los genes ANANTHA (AN) y COMPOUND
INFLORESCENCE (S) modifican la identidad del meristemo floral dando lugar a

inflorescencias mas ramificadas y compuestas (Rick y Butler, 1956; Allen y Sussex, 1996).
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Con relacion a la flor, hemos identificado diferentes mutantes afectados en la
morfologia, tamaio de la flor y nimero de 6rganos florales. En el descriptor fenotipico de
la morfologia de la flor hemos incluido mutaciones que
afectan a la identidad de los 6rganos florales o aquellos
mutantes en los que se han observado conversiones
homeodticas parciales o totales en alguno de los verticilos de
la flor. Por ejemplo, la caracterizacion fenotipica del
mutante frankenstein reveld que, entre otras alteraciones
del desarrollo, se producia una conversion de sépalos en
estructuras tipo hoja. Un andlisis mas detallado de la flor en
diferentes  estadios del desarrollo permitid6 que
observaramos la conversion 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 fenotipicas podrian estar ocasionadas por
modificaciones en los niveles de expresion de los genes requeridos para el adecuado

desarrollo de los cuatro verticilos florales.

La caracterizacion de mutantes homedticos o de plantas transgénicas con niveles
alterados de genes homologos 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 mutacion
macrocalyx, que da lugar a una conversion homedtica de sépalos en estructuras tipo hoja
(Rick y Butler, 1956), reside en el homologo de funcion A de Arabidopsis AP1 (Verbalov
et al, 2002). En algunos mutantes de clase B se ha observado la transformacion 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 (Gomez et al, 1999). Mutaciones en SL
afectan a un gen de clase B (el candidato es 7M6) que es un homologo de DEFICIENS
(DEF) de Antirrhinum y APETALA3 (AP3) de Arabidopsis. Asimismo, se ha demostrado
que TOMATO AGAMOUSI (TAGI), ortologo de del gen de clase C AGAMOUSI de
Arabidopsis, desempefia un papel clave en la especificacion de la identidad del estambre y
el carpelo (Pnueli ef al, 1994a). Ademas, recientemente se ha demostrado que las funciones
A, By C requieren de la actividad de los genes SEPALLATA (SEP) de clase E para que se

desarrollen adecuadamente los cuatro o6rganos florales. En tomate, se ha reportado que
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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 modificacion podria alterar, ya sea de
forma directa o indirecta, el tamafo y el numero de 6rganos florales. En este sentido, se ha
podido demostrar que la alteracion de la expresion de los principales genes implicados en
el mantenimiento del SAM' (genes CLAVATA y WUSCHEL) puede alterar el tamaiio y/o el
nimero de organos florales. Por ejemplo, la anulacion de funcion de los genes de maiz
thick tassel dwarfl (ortdlogo de CLAVATAI de Arabidopsis) o fasciated ear? (similar a
CLAVATA3 de Arabidopsis) ocasiona un incremento en la densidad de espiguillas y un
mayor nimero 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
ortdlogos de los genes CLAVATAI y CLAVATA3. Por ejemplo, la anulacion de funcion de
los genes FLORAL ORGAN NUMBERI (ortdlogo de CLAVATAI) o FLORAL ORGAN
NUMBER4 (ortologo de CLAVATA3) da lugar a un incremento del nimero de organos
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 determinacion del meristemo floral (a este
proceso se le denomina terminacion floral). Por lo que se sabe en la actualidad, en
Arabidopsis este proceso estd controlado por tres genes (WUSCHEL, LEAFY 'y
AGAMOUS) a través de una regulacion negativa de retroalimentacion. De manera
resumida, WUSCHEL y LEAFY activan la expresion de AGAMOUS, y este Gltimo reprime
la actividad de WUSCHEL cuando la flor ha completado la formacion de los érganos
florales (Lohmann et al, 2001). Recientemente se ha identificado el gen de tomate
INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY (IMA), que codifica una proteina tipo mini zinc
finger, que reprime la proliferacion celular durante el proceso de terminacion floral a través
de la represion de WUSCHEL (Sicard et al, 2008). Lo que se ha podido ver es que cuando
se sobreexpresa de manera ectopica IMA se producen diferentes alteraciones en el
desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta (e.g. reduccion del tamafio de la planta,
distinto color y morfologia de la hoja, asi como flores y frutos pequefios). Los resultados
mas interesantes surgen de anulacion de funcion, ya que las plantas transgénicas sin

actividad /MA, en las que no se observan cambios importantes a nivel vegetativo,

' Para que el SAM permanezca en un estado equilibrado, la ruta CLAVATA, que restringe la acumulacion
celular, tiene que ser compensada por un factor de transcripcion que promueva produccion 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 todavia no se ha conseguido clonar el ortélogo del gen
WUSCHEL en tomate, ha sido cartografiado en el locus locule number localizado en el
cromosoma 2 (Barrero er al, 2006). Locule number’ y fasciated’ (localizado en el
cromosoma 11) son los /oci que, por lo que parece, contribuyen de forma mas significativa
al incremento del nimero de loculos en el fruto de tomate. FASCIATED, clonado
recientemente, afecta al tamafo del meristemo floral controlando el nimero de carpelos a
lo largo del desarrollo de la flor y el fruto (Cong et al, 2008). Segun los autores del trabajo,
el gen codifica para un factor de transcripcion tipo YABBY, y el mayor numero de l6culos
en el mutante fasciated se debe a un cambio en la regulacion del gen. Ademas del mayor
numero de 16culos, otro cambio caracteristico del mutante fasciated es el mayor numero de
organos florales (sépalos, pétalos y estambres). En este sentido, se han identificado
diferentes QTLs que podrian controlar el nimero de 6rganos florales (Frary et al, 2004;
Barrero y Tanksley, 2004; Barrero et al, 2006). A pesar de que uno de los /oci mas
importantes que contribuyen al mayor namero de sépalos, pétalos y estambre es, de nuevo,
fasciated, existen otros QTLs que controlan el nimero de estos 6rganos florales. Segin
Barrero et al (2006), los candidatos de Arabidopsis que podrian ser los ortdlogos
funcionales de esos loci son CLAVATAI, CLAVATA3 y WIGGUM. En Arabidopsis,
WIGGUM acthia en procesos relacionados con la regulacion del tamafio del meristemo y
numero de 6rganos florales en una ruta independiente de la ruta CLAVATA. En efecto, los
mutantes de anulacion de funcion del gen WIGGUM de Arabidopsis producen un elevado

nimero de sépalos y pétalos (Running et al, 1998).

2 . . , . . . . , ,
Fasciated es el locus que contribuye de manera mas significativa al incremento del nimero de loculos en el
fruto de tomate, mientras que locule number es el segundo en importancia en relacion con este caracter.
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Por lo que respecta a

740 ET73

740 ET73

nuestro trabajo, en los mutantes
en los que se han observado
diferencias  fenotipicas  en
relacion con el tamafio y/o

nimero de 6rganos florales es

posible que se haya etiquetado
alguno de los genes que regula
este tipo de caracteres. A titulo de ejemplo, en el mutante 740 ET73 se detectaron
diferencias fenotipicas (mayor tamafio de las flores, mayor nimero de 6rganos por verticilo
y frutos con multiples carpelos) que sugieren firmemente la alteracion de la funcion de

alguno (o algunos) de los genes anteriormente mencionados.

En nuestra coleccion de lineas T-DNA se ha identificado un elevado niimero de
mutantes infértiles o parcialmente infértiles (aquellos que exhibieron un escaso porcentaje
de cuajado de fruto). En este contexto, conviene recordar el gran nimero de lineas T-DNA
con la trampa de intensificadores en las que observamos expresion del delator en
estambres. Segun Ge et al (2008), la transformacion genética de Arabidopsis con T-DNA
gener6 un elevado nimero de fenotipos estériles (en TG1) con independencia de los
transgenes incluidos en el vector. Segin los autores, las plantas transgénicas que sufrian
este tipo de problemas exhibieron un bloqueo o un retraso en el proceso de dehiscencia de
la antera. Aunque sugirieron que el T-DNA podria estar afectando a genes implicados en
este proceso, no aportaron datos que demostraran tal afirmacion. Xing y Zachgo (2007)
indicaron que un elevado nimero de lineas RNAi o de sobreexpresion exhibian fenotipos
de subletalidad de polen (20 a 50% de polen no viable) con independencia del tipo de
construccion usada. Los autores sefalaron que una posible explicacion radica en la
disrupcion 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 exhibian diferentes
tipos de esterilidad en su coleccion de mutantes generados por EMS o neutrones rapidos.
Asimismo, Miyao et al (2007) detectaron un elevado nimero de mutantes estériles o con
baja fertilidad en la coleccion de mutantes de insercion de arroz generada mediante
transposones. Estos resultados parecen indicar que no se trata de un fenémeno asociado a
la integraciéon del T-DNA per se, sino mas bien a que deben existir muchos genes

implicados en el caracter, lo que aumenta la probabilidad de detectar un mutante estéril. En
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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 nimero de genes que pueden
ocasionar esterilidad masculina como consecuencia de la alteracion de sus niveles de
expresion es muy elevado (e.g. Scott ef al, 2004; Zhang et al, 2007; Wan et al, 2008).
Ademas, alteraciones en los niveles endogenos 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 a/, 2008) pueden conducir también a esterilidad

masculina.

En tomate, se han identificado méas 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
mutacion ocasiona esterilidad por la ausencia de dehiscencia en las anteras (Atanassova,
1999). Experimentos recientes han permitido obtener un mapa de alta resolucion del locus
ps-2, localizado en el brazo corto del cromosoma 4, aunque por el momento el gen no ha
sido clonado (Gorguet ef al, 2006). Conviene indicar, en cualquier caso, que los fenomenos
de esterilidad pueden deberse, igualmente, a alteraciones relacionadas con el desarrollo de
los 6vulos, ya que existe una amplia gama de genes implicados en el desarrollo del
gametofito femenino (ver Skinner et al, 2004). El analisis mas detallado de nuestros
mutantes puede conducir en un futuro proéximo al aislamiento de genes implicados en los

procesos que rigen el control del dsarrollo de los 6rganos reproductores en tomate.

Por lo que se refiere a los mutantes que exhiben ; \
alteraciones en caracteres de fruto, conviene resaltar
los que estan afectados en procesos relacionados con la
partenocarpia, el tamafio o la morfologia del fruto. Por
lo que se refiere a la partenocarpia, uno de los
mutantes mas interesantes, pat76, ademas de
desarrollar frutos sin semilla de morfologia
cordiforme, exhibe  importantes  alteraciones
pleiotropicas (e.g. hojas con menor patrén de diseccion

foliar o flores con alteraciones en cada uno de sus

verticilos).

Este mutante muestra muchas similitudes con el mutante partenocéarpico cldsico de

tomate pat (Soressi and Salamini, 1975). El mutante pat exhibe un desarrollo anormal de
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las flores, un crecimiento prematuro del ovario, un reducido numero de évulos viables y un
incremento en el numero de capas celulares en el pericarpio (Mazzucato et al, 1998). A
pesar de que ya se dispone de una localizacion mas o menos precisa del gen pat, éste aun
no se ha clonado. Beraldi et al (2004) reportaron la localizacién del gen en el brazo largo
del cromosoma 3. Se ha sugerido que la partenocarpia del mutante pat podria estar
relacionada con un gen homedtico de acuerdo con las similitudes fenotipicas observadas
con plantas que exhiben un reducido nivel de expresion de los genes MADS-box TM5 o
TM?29 (Mazzucato et al, 1998). Ademas, se han observado mayores niveles de expresion de
TM4 (TDR4), un gen MADS-box de tomate homologo de FUL, en ovarios de naturaleza
partenocarpica cuando las plantas crecen a bajas temperaturas (Lozano et al/, 1998). Sin
embargo, por el momento no esta claro si la partenocarpia esta directamente regulada por
proteinas tipo TM o por cambios hormonales que acontecen en los frutos que les permiten

cuajar en ausencia de polinizacion (Lozano ef 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
partenocarpicos 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 (Garcia-
Martinez et al, 1991). El nexo de unidn entre las auxinas y las giberelinas radica en la
regulacion biosintética de las giberelinas por auxinas (Garcia-Martinez et al, 1997; Ross et
al, 2000; Pandolfini et al, 2007). Marti 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 mas largo y los
frutos eran de menor calibre y de morfologia mas alargada que los del testigo.
Recientemente, se ha demostrado que el mutante pat manifiesta mayores niveles de
biosintesis 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 concentracion de giberelinas en ovarios sea la
causante del fenotipo de partenocarpia. Ademads, Olimpieri et a/ (2007) vieron que los

niveles de expresion de genes tipo KNOX de tomate (LeT6 y LeT12), implicados también
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en el control de la biosintesis de giberelinas, eran menores. El fenotipo del mutante
partenocarpico identificado en nuestro laboratorio (pat76) sugiere firmemente la expresion
constitutiva de algun gen relacionado con la biosintesis de giberelinas ya que, ademés de
cuajar frutos de gran calibre completamente partenocarpicos y diferente morfologia, las
plantas desarrollaron hojas con un menor patron de diseccion foliar, un fenotipo asociado a
un mayor nivel de expresion de giberelinas en este tipo de estructuras vegetativas (Hay et
al, 2002; Hay et al, 2004). Los analisis de expresion de los genes de tomate tipo KNOX

indicaran, a buen seguro, patrones de expresion alterados en pat76.

Por lo que respecta al tamafio del fruto, se han identificado algunos mutantes que
desarrollan frutos de menor calibre que los de p73. Ademas, algunos de estos mutantes no
exhibieron alteraciones en otros caracteres del desarrollo. En tomate, parece ser que
mutaciones en seis loci (0 QTLs) han sido esenciales en el cambio de fruto pequefio a fruto
grande. De esos 6, se han identificado 4 QTLs relacionados con el tamafio de fruto: (fwl./,
fw2.2, fw3.1 'y fw4.1). Hasta la fecha, fw2.2 es el tinico de esos loci que ha sido clonado y
estudiado a nivel molecular. La clonacion de fw2.2 ha permitido demostrar que este locus
codifica para un represor negativo de la division celular, con actividad confinada en la fase
de division celular del desarrollo del fruto. Conviene indicar que la mutacién se encuentra
localizada en la region de control del gen y no en la secuencia codificante. Por lo que
respecta a nuestros mutantes, sera interesante comprobar si en alglin caso se ha etiquetado

algun nuevo gen que contribuya al incremento del tamaio del fruto.

Por lo que se refiere a la forma del fruto, algunos de los mutantes identificados
exhibieron morfologias muy diferentes a la de los frutos de p73. El caso mas extremo fue
el del mutante 740 ET73, cuya alteracion fenotipica podria estar ocasionada, como
comentabamos en un parrafo anterior, a la alteracion de la expresion de algun gen tipo
WUSCHEL o CLAVATA. En el mutante pat76, la morfologia cordiforme del fruto
partenocarpico podria deberse a un mayor nivel de expresion de genes implicados en la
sintesis de giberelinas. Los frutos que cuajaron en el mutante vitro-blooming, que exhibid
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 expresion de genes tipo KNOX.
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Por otro lado, la morfologia 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 estd
basado en un folklore sino en el hecho de que la

maquinaria agricola que se desarrollé en la década

de los 60 para la cosecha de tomates para J

oming vs p73
procesado industrial estaba disefiada para tomates
de este tipo. Segun Tanksley (2004), el fenotipo de
tomate de morfologia cuadrada podria ser atribuido

al locus fs8.1 que mapea como un simple locus en

el cromosoma &8 cerca del centromero. Ademas, 630 ET73 vs p
este autor indica que los cambios en la morfologia

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 tenian una forma similar a la del fruto (ver figura 85, pagina 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 morfologia ‘cuadrada’ del fruto.

En nuestra coleccion de lineas T-
DNA hemos identificado también un
mutante con fenotipo de letalidad a
nivel de plantula al que hemos
denominado seedling lethal (111 ET73).
El mutante seedling lethal era capaz de
germinar pero las plantulas colapsaban
antes de que se llegaran a desarrollar
hojas verdaderas. Aunque en la
bibliografia no hemos encontrado

ningin mutante de tomate con letalidad

a nivel de plantula, el ntmero de
mutantes de este tipo en Arabidopsis es muy elevado. En este sentido, tras realizar un
cribado de una coleccion de 8000 lineas T-DNA, Feldmann (1991) detecté que el mayor

porcentaje de mutaciones estaba relacionado con fenotipos seedling lethal. Por su parte,

231



LrwLuoture

Budziszewski et al (2001) identificaron mas de 500 lineas seedling lethal a partir de una
coleccion de 38.000 lineas de insercion con T-DNA vy transposones. Los autores
comprobaron que muchos de los mutantes estaban afectados en funciones cloroplasticas.
Revisando la bibliografia 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 expresion de genes implicados en procesos relacionados con la
reorganizacion del citoesqueleto (mutante spikel, Qiu et al, 2002), regulacion hormonal
(mutante short blue root, Subramanian et al, 2002; mutante cullinl, Moon et al, 2007),
biosintesis de carotenoides (mutante spc/-2, Dong et al, 2007) y metabolismo peroxisomal
(mutante sugar-dependent?, Eastmond, 2007) conduce a un fenotipo seedling lethal.
También se ha podido comprobar que la ausencia de expresion 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
anulacion de funcidon de genes que cumplen funciones diversas en cloroplastos da lugar a
este tipo de letalidad (Kuroda and Maliga, 2003; Frick et al, 2003; IThnatowicz et al, 2004;
Del Bosco et al, 2004; Lezhneva et al, 2004; Pollmann et al, 2007; Ruppel and Hangarter,
2007; Hu et al, 2008). Segin Budziszewski et al (2001), los mutantes afectados en
funciones cloroplasticas exhibian una pigmentacion alterada. Nosotros hemos observado
que las plantulas de nuestro mutante seedling lethal 111 exhiben una tonalidad verde mas
clara que las plantas de fenotipo silvestre, por lo que no se puede descartar la posibilidad

de que la mutacion se haya producido en un gen relacionado con funciones cloroplésticas.

Por ultimo, en algunos mutantes hemos detectado interacciones fenotipo-ambiente.
En este sentido, pudimos observar que el fenotipo caracteristico de algunos mutantes se
veia més exacerbado en determinadas condiciones medioambientales. Miyao et al (2007)
sefalaron que algunos mutantes de arroz obtenidos con el retrotransposon Tos!7 podian ser
sensibles a condiciones medioambientales y, en estos casos, la expresion fenotipica del
caracter en cuestion podia ser inestable. Siguiendo con esta linea de argumentacion,
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 homedticas que condujeron a una modificacion de la
identidad de estambres y carpelos. Lozano y colaboradores comprobaron que en
condiciones de bajas temperaturas aumentaba el nivel de expresion de los genes tipo

MADS-box TM4, TMS5, TM6 y TAGI, y sugirieron que las anormalidades observadas en
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las flores podrian deberse a los cambios de expresion de esos genes. Por tanto, y en lo que
respecta a nuestros mutantes, diferentes condiciones medioambientales a lo largo del
cultivo podrian alterar la expresion de los genes que interactuan con el gen etiquetado,
afectando al nivel de expresion fenotipica del cardcter. Como comentdbamos en un parrafo
anterior, los mutantes de tomate de floracion tardia uniflora (uf) y compound inflorescence
(s) parecen exhibir un fenotipo mas exacerbado en cosechas de invierno (Dielen et al,
1998; Quinet ef al, 2006b). El andlisis de la expresion de genes candidatos que podrian
interactuar de forma coordinada con el gen etiquetado quizas 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 investigacion de mayor envergadura en el que se estan utilizando dos
herramientas genomicas, mutagénesis insercional y trapping, en tomate (cvs. p73 y
Moneymaker) y una accesion de una especie silvestre relacionada (S. pennellii) que exhibe
un alto grado de tolerancia a la salinidad y al estrés hidrico para identificar secuencias
codificantes o elementos de regulacion de genes implicados en procesos basicos del
desarrollo vegetativo y reproductivo, asi como en la tolerancia o susceptibilidad a estos dos
tipos de estrés abiotico. La caracterizacion fenotipica que se ha realizado en el contexto de
esta Tesis Doctoral nos ha permitido identificar un elevado nimero de mutantes afectados
en diferentes aspectos del desarrollo en la coleccion de lineas T-DNA del cv. p73. En el
laboratorio de los Dres. Lozano y Angosto han conseguido ya la secuenciacion de las
secuencias flanqueantes al T-DNA en algunos de los mutantes y actualmente estamos
llevando a cabo el andlisis funcional de alguno de los genes clonados. En definitiva, los
resultados obtenidos parecen indicar que se ha abierto una via para la identificacion y el
analisis 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 més de 1200 lineas T-DNA
diploides de tomate y se han obtenido sus correspondientes progenies TG2. En
concreto, se han obtenido 262 lineas T-DNA empleando vectores convencionales
(i.e., cuyo T-DNA porta un gen marcador y un gen delator) y 960 lineas con una
trampa de intensificadores (vector pD991). Las lineas T-DNA obtenidas con
vectores convencionales se han utilizado para la identificacion de mutantes
insercionales en TGl (mutaciones con efectos dominantes, semidominantes o
aditivos) o TG2 (mutaciones con efectos recesivos). En el caso de las lineas T-
DNA generadas con la trampa de intensificadores, ademds de llevar a cabo el
fenotipado en TG1 o TG2 para la identificacion de mutantes de insercion, también
se ha realizado un andlisis de la expresion del delator para detectar elementos de

regulacion de genes implicados en procesos del desarrollo.

Los analisis de expresion del delator uid4 (GUS) en diferentes tejidos vegetativos
de plantas cultivadas in vitro indican que el mayor nimero de eventos de expresion
GUS se produce tanto en el tallo como en la raiz, habiéndose detectado muchos
menos eventos de expresion en limbo y peciolo de hoja. En conjunto, en torno al
30% de las plantas evaluadas han mostrado expresion del delator en, al menos, uno

de los tejidos analizados.

Tras la evaluacion de la expresion 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
expresion 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

hacian in vivo.

Se ha realizado un estudio para identificar secuencias de regulacién que promueven
la activacion o inactivacion de genes en distintas fases del desarrollo de la hoja,
habiéndose observado que el mayor numero de eventos de expresion del delator se
da en las hojas adultas y, en especial, en aquellas que estan en fase de senescencia.

En funcién de los resultados, es muy probable que se hayan etiquetado elementos
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de regulacion que promueven la activacion o inactivacion génica en tejidos adultos

0 en proceso de senescencia.

Se ha evaluado la expresion del delator en tejidos reproductivos. Los resultados
indican que el numero de lineas T-DNA con expresion del delator en la flor es muy
elevado (en torno al 45%), debido especialmente al elevado numero de lineas en las
que se ha detectado tincion GUS en estambres. De forma similar, el nimero de
lineas con expresion del delator en el fruto es muy elevado (casi el 50%). Ademas,
se han identificado genotipos que s6lo expresan el delator en un determinado
verticilo floral o en tejidos especificos del pistilo. Asimismo, se han identificado
algunos genotipos en los que la expresion ocurre en zonas muy especificas del

fruto.

El andlisis de los resultados obtenidos a nivel vegetativo y reproductivo nos ha
permitido seleccionar una serie de lineas T-DNA sobre la base de la expresion
especifica del delator. En este contexto, se han identificado lineas que solo
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), mucilago de fruto (1) y embriones (23). Es probable, por tanto, que se hayan
etiquetado distintos elementos de regulacion que promueven expresion en érganos
especificos de la planta. Ademas, se ha podido comprobar que en la mayor parte de
los genotipos analizados el patrén de expresion del gen delator es el mismo en la

TG1 y en las plantas TG2 que heredan el T-DNA en homocigosis o hemicigosis.

La caracterizacion fenotipica en TG1 de las 1210 lineas 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 caracterizacion fenotipica de una muestra de progenies

TG2, en concreto 37, ha permitido la identificacion de 6 mutantes recesivos.

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 pleiotropicos. Se ha podido comprobar que las alteraciones
fenotipicas mas frecuentes estan 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 mas frecuentes

estan 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
polinizacion (partenocarpia). Previsiblemente, la clonacion y analisis funcional de
los genes etiquetados aportard una informacion 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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