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Resumen

La fructificacion, paso del ovario en reposo a fruto en crecimiento tras la
polinizacidn, asociada al aumento de contenido de giberelinas (GAs) y auxinas en el ovario,
es un proceso clave para la produccién. Por ello se puede inducir también el desarrollo de
frutos partenocarpicos (sin semillas) aplicando ambos tipos de hormonas. En tomate se ha
descrito que parte de la accién de las auxinas en la fructificacidn estd mediada por GAs,
induciendo distintos genes de la ruta biosintética, entre ellos los que codifican SIGA200x,
enzimas importantes para la regulacion de la sintesis de GAs. De los 4 genes que forman la
familia, SIGA200x1 parece ser clave en la fructificacion. Con objeto de profundizar en el
conocimiento de este proceso, se ha investigado en el ovario de tomate: a) la localizacion
de la expresién de SIGA200x1 y su regulacién; b) la localizacion de IAA (auxina).

Para ello, se han obtenido lineas trangénicas del cultivar Micro-Tom (MT) de tomate
y diversos mutantes hormonales (procera, 35S::CcGA200x1 Dwarf, dgt y entire) con el
transgén pSIGA200x1::GUS. Las lineas transgénicas no difieren fenotipicamente de las
lineas originales y se utilizaron para analizar la expresiéon de SIGA200x1 con el gen delator
GUS. Se investigd ademas la localizacién de los transcritos de SIGA20ox1 in situ. La
expresion de SIGA200x1 en el ovario tras la polinizacion se localizé, principalmente, en el
funiculo, la placenta y el embridn. Tanto las auxinas como los brasinosteroides (BR)
aumentaron la expresion de SIGA200x1.

Por otro lado se investigd la localizacién de auxinas en el ovario usando una linea
transgénica DR5::GUS (que expresa el gen de respuesta a auxinas DR5), y analizando
también directamente el contenido de IAA mediante inmunolocalizacién. En ovarios
polinizados, la localizacién de las GAs y auxinas coincidié en el évulo (embrién y saco
embrionario) y la placenta, apoyando la hipétesis de que ambas hormonas interaccionan
durante la fructificacidn.

El analisis fenotipico de los mutantes utilizados mostré que las GAs inhiben el
desarrollo de los brotes axilares por GAs, a través de la proteina DELLA. El efecto inhibidor
es revertido, al menos parcialmente, por BR. Por otro lado, la introduccidon del gen
silvestre Dwarf en MT (normalizando asi su contenido en BR) aumenta la altura de la
planta, pero no prolonga su ciclo vegetativo, ni aumenta la capacidad partenocarpica de
MT.
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Abstract

Fruit set is the transition from a quiescent ovary of the flower to a developing fruit
after pollination. This process is associated with the content of gibberellin (GAs) and
auxins in the ovary. Therefore the development of parthenocarpic fruit (seedless fruit) can
be induced by applying both kinds of hormones. In tomato it has been described that
auxin action during fruit set is mediated by GAs, by inducing different biosynthesis
pathway genes, among them SIGA20ox, which codify important enzymes for GAs
biosynthesis regulation. The SIGA200x gene family is composed of 4 genes, and SIGA200x1
seems to play a key role in fruit set. In order to deepen the understanding of this process,
it has been investigated in the ovary of tomato: a) the site of expression of SIGA200x1 and
its regulation; b) the localization of IAA (auxin).

For this, we have obtained transgenic lines of the tomato Micro-Tom (MT) cultivar
and various hormonal mutants (procera, 355::CcGA200x1 Dwarf, entire and dgt) with the
transgene pSIGA200x1::GUS. Transgenic lines do not differ phenotypically from the
original lines and they have been used to analyze the expression of SIGA200x1, using the
GUS gene as reporter. Localization of SIGA200x1 transcripts was also investigated in situ.
SIGA200x1 expression in ovary after pollination was located mainly in the funiculus,
placenta and embryo. Auxin and brassinosteroids (BR) increased the expression of
SIGA200x1.

On the other hand, auxin location in the ovary was investigated using the transgenic
line DR5::GUS (expressing the auxin-response gene DR5), and analyzing directly the IAA
content by immunolocalization. In pollinated ovaries, GAs and auxin co-localize in the egg
(embryo and embryo-sac) and placenta, supporting the hypothesis that both hormones
interact during fruit set.

Phenotypic analysis of the mutants used in this work showed that GAs inhibit the
development of axillary buds, through the DELLA protein. This inhibitory effect is reversed,
at least partially, by BR. Furthermore, the introduction of wild gen Dwarf in MT
(normalizing its content of BR) increases plant height, but does not extend its vegetative
cycle, nor increases parthenocarpy in MT.

Vil
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Resum

La fructificacié, pas de l'ovari en repds a fruit en creixement després de la
pol-linitzacid, associada a I'augment de contingut de giberelines (GAs) i auxines en |'ovari,
és un procés clau per a la produccid. Per aix0 es pot induir també el desenvolupament de
fruits partenocarpics (sense llavors) aplicant tots dos tipus d'hormones. En el tomaquet
s'ha descrit que part de I'accid de les auxines en la fructificacié esta intervinguda per GAs,
induint diferents gens de la ruta biosintéetica, entre ells els que codifiquen SIGA200x,
enzims importants per a la regulacié de la sintesi de GAs. Dels 4 gens que formen la
familia, SIGA200x1 sembla ser clau en la fructificacid. A fi d'aprofundir en el coneixement
d'aquest procés, s'ha investigat en I'ovari del tomaquet: a) la localitzacié de I'expressio de
SIGA200x1 i la seva regulacié; b) la localitzacio de I'lAA (auxina).

Per a aix0, s'han obtingut linies transgeniques de conrear Micro-Tom (MT) de
tomaquet i diversos mutants hormonals (procera, 355::CcGA200x1 Dwarf, dgt i entire)
amb el transgén pSIGA200x1::GUS. Les linies transgeniques no difereixen fenotipicamente
de les linies originals i es van utilitzar per analitzar I'expressié de SIGA200x1 amb el gen
delator GUS. Es va investigar, a més, la localitzacio dels transcrits de SIGA200x1 in situ.
L'expressid de SIGA200x1 en l'ovari després de la pol-linitzaci6 es va localitzar,
principalment, en el funicle, la placenta i I'embrié. Tant les auxines com els
brasinosteroides (BR) van augmentar |'expressio de SIGA200x1.

D'altra banda es va investigar la localitzacié d'auxines en l'ovari usant una linia
transgenica DR5::GUS (que expressa el gen de resposta a auxines DR5) i analitzant també
directament el contingut de IAA mitjancant immunolocalitzacié. En ovaris polinitzats, la
localitzacié de les GAs i auxines va coincidir en I'0vul (embrié i sac embrionari) i la
placenta, refermant la hipotesi que ambdues hormones interaccionen durant la
fructificacid.

L'analisi fenotipic dels mutants utilitzats va mostrar que les GAs inhibeixen el
desenvolupament dels brots axil-lars per GAs, a través de la proteina DELLA. L'efecte
inhibidor és revertit, almenys parcialment, per BR. D'altra banda, la introduccié del gen
silvestre Dwarf en MT (normalitzant aixi el seu contingut de BR) augmenta |'alcada de la
planta, pero no perllonga el seu cicle vegetatiu, ni augmenta la capacitat partenocarpica
d'MT.
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Introduccion

1. El tomate

El tomate es una planta herbacea, cultivada como anual y apreciada por sus frutos.

1.1.Nomenclatura y taxonomia

El nombre de “tomate” deriva de la palabra “tomat!” de la lengua Nahuatl del
imperio Azteca. Los italianos lo llamaron “pomi d’oro”, pudiéndose referir a que las
primeras variedades llegadas a Italia fueran amarillas. Este nombre pudo alterarse en el
tiempo a “pomi d’amori”, que se extendié en Francia como “pomme d'amour” y a Gran
Bretafia como “love apple”, atribuyéndole caracteristicas afrodisiacas.

Con la creacidn de jardines botanicos en Europa a partir del siglo XVI, los herboristas
de la época comenzaron a clasificar los especimenes almacenados en base a
caracteristicas medicinales o morfoldgicas (Fig. 1). En 1694, Joseph Pitton de Tournefort
(1656-1708) dio a los tomates cultivados el nombre de Lycopersicon, “melocotén del lobo”
en griego, debido a su parecido a la belladona, la cual, segun el antiguo folclore aleman,
las brujas las usaban para evocar a los hombres lobo. En el siglo XVIII, Carl Linnaeus (1707-
1778) establecid la nomenclatura binomial para las especies e incluyd Lycopersicum
dentro del género Solanum. Posteriormente, en 1768, Philip Miller (1691-1771) cambié el
nombre a Lycopersicon esculentum (literalmente "melocotéon del lobo comestible"),
diferenciandolo del género Solanum e indicando su posible consumo. En la actualidad,
estudios basados en marcadores genéticos moleculares han demostrado que el tomate
pertenece al género Solanum, denominandolo Solanum lycopersicum L. La taxonomia
actual para el tomate es:

Reino: Plantae Divisidn: Magnoliophyta Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae Orden: Solanales Familia: Solanaceae

Género: Solanum Especie: Solanum lycopersicum

1.2.0rigen, domesticacion y expansion

El tomate es originario de la costa oeste de Sudamérica, en la zona que actualmente
conocemos como Perud. Se asume que su cultivo comenzd en la misma zona, sin embargo
se han encontrado semillas en distintos yacimientos arqueoldgicos precolombinos desde
Perd hasta Meéxico. El cultivo podria haberse originado en Perld, con una posterior
dispersion y domesticacion en México, o haberse dado eventos de domesticacién en
paralelo.

El tomate fue traido a Europa desde México en 1540 por los espafioles como una
especie de berenjena. Debido al parecido con la belladona (Atropa belladona L.), los
europeos no aceptaron inicialmente su consumo y se difundié como planta ornamental
para los jardines. En el siglo XVI, los espafioles y los italianos introdujeron el fruto de
tomate en la dieta, sin embargo en el resto de Europa no se introdujo hasta el siglo XVIII.
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Fig. 1: Especimenes de plantas de tomate en herbarios.

A) Espécimen de tomate del herbario Clifford en el Museo de Historia Natural de Londres (Solanum
lycopersicum L.). B) llustracién realizada por Matthdus Merian en 1646. C) llustracién del libro “A curious
herbal” de Elizabeth Blackwell (1737).

Los espafioles y portugueses llevaron su cultivo hasta Filipinas y al este de Malasia
hacia 1650. Posiblemente desde aqui se extendid a paises como China y Japdn. El cultivo
en Africa se extendié por la cuenca mediterranea desde el siglo XVI y mas tardiamente a
las colonias europeas del continente. Los espafioles introdujeron el cultivo en Sudamérica
en el siglo XVI, mientras que en América del Norte llegé a manos de los colonos europeos
en el siglo XVIII, aunque no fueron bien aceptados. Se sabe que Thomas Jefferson fue
pionero en el cultivo de tomates gracias a su libro “Notes on the State of Virginia” (1781),
donde relata la economia y los recursos naturales de Virginia. El consumo de tomates se
inicio en Luisiana en 1812 y se extendiod a los estados del noroeste hacia 1835, aunque su
consumo no se popularizé en Estados Unidos hasta el siglo XX.

1.3.Caracteristicas generales de la planta de tomate

La planta de tomate es una planta perenne de porte arbustivo cultivada como
planta anual. El tallo es delgado y de naturaleza semilefiosa, desarrolldndose de forma
rastrera, semierecta o erecta segun la variedad. La superficie del tallo es angulosa, provista
de pelos agudos y glandulas que desprenden un liquido de aroma muy caracteristico. El
patron de crecimiento puede ser determinado o indeterminado. Las variedades con
crecimiento determinado son mds bajas y de produccién precoz. Las variedades con
crecimiento indeterminado presentan una gran longitud, ya que el crecimiento vegetativo
es continuo y producen un gran nimero de brotes axilares y flores.

Las hojas son compuestas, imparapinnadas con una filotaxia de 2/5 vy, al igual que el
tallo, provistas de glandulas. Las inflorescencias son de tipo racimo con flores perfectas
cuya formula floral es K(5) [C(5) A(5)] G(2). El fruto es una baya polisperma de color y
forma variables segun la variedad. Todos ellos presentan una piel, pulpa firme, tejido
placentario y una pulpa gelatinosa que envuelve a las semillas, las cuales son ovaladas y
aplastadas, de 3 a 5 mm de longitud.


http://www.nhm.ac.uk/botany/databases/clifford/
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La raiz principal es pivotante y puede alcanzar hasta los 60 cm de profundidad. La
produccidn de raices adventicias y ramificaciones le permite adaptarse a climas secos. Sin
embargo, las plantas trasplantadas sufren un cambio en el desarrollo del sistema radicular
al desaparecer la raiz pivotante y presentan un mayor desarrollo horizontal de las raices.

1.4. Desarrollo vegetativo

1.4.1. Modelo de crecimiento

El modelo de crecimiento de la plantas estd definido por el patron de alternancia y
disposicion de las estructuras vegetativas y reproductivas a lo largo del eje de la planta,
clasificandolas en monopodiales o simpodiales.

Las plantas monopodiales, como Arabidopsis y Antirrhinum, presentan un ciclo con
diferenciacion clara entre la fase vegetativa y reproductiva. Sin embargo, las plantas con
crecimiento simpodial alternan fases vegetativas y reproductivas con regularidad.

El tomate presenta crecimiento simpodial, donde el meristemo apical del tallo
(MAT) termina con una inflorescencia tras la produccién de 6-12 hojas. El tallo generado a
partir del MAT se denomina segmento inicial o tallo principal. A partir del meristemo
simpodial (MS), localizado en la axila de la hoja terminal, se genera un nuevo brote que
desplaza la inflorescencia terminal lateralmente por debajo de la hoja terminal. La
estructura desarrollada a partir del MS, compuesta por tres hojas y una inflorescencia
terminal, se denomina unidad simpodial (US) y el crecimiento en longitud de la planta se
basa en la repeticidn reiterada de éstas unidades (Fig. 2A) (Jiang et al. 2013).

El crecimiento simpodial puede ser indeterminado o determinado. En el primer
caso, las US se van repitiendo con la apariencia de un tallo lineal alternando las
inflorescencias cada tres hojas, como ocurre en las variedades MoneyMaker, p73 y Ailsa
Craig. En el crecimiento simpodial determinado, las US son progresivamente mds cortas
hasta que se producen dos inflorescencias consecutivas (Fig. 2). Este cambio en la
arquitectura de la planta se debe a una mutacion recesiva del gen SELF-PRUNING (SP)
(Pnueli et al. 1998; Jiang et al. 2013). SP mantendria el crecimiento vegetativo en cada US,
funcionando como un antagonista a la floracion. SP es ortélogo de CENTRORADIALIS (CEN)
en Antirrhinum majus y de TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) en Arabidopsis, y ambos
mantienen la indeterminacion del SAM en las plantas con crecimiento monopodial
(Bradley et al. 1996; Bradley et al. 1997), afectando a la arquitectura de la inflorescencia y
produciendo una flor apical terminal. Algunas de las variedades de tomate que presentan
crecimiento determinado son Micro-Tom, UC-82 y Rutgers (Pnueli et al. 1998; Marti et al.
2006).

1.4.2. Hojas

Las hojas se componen de un limbo o lamina, generalmente de color verde, de un
peciolo que la une al tallo, y de una vaina, zona ancha de insercidn al tallo. La clasificacién
de las hojas atiende a las caracteristicas de los tres componentes de las mismas.
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Fig. 3: Representacion de hojas simples y compuestas y sus partes.
La hoja simple esta compuesta por un limbo continuo mientras que en la hoja compuesta el limbo se divide
en foliolos

El tomate presenta hojas pecioladas y compuestas, donde la lamina foliar se divide
en subunidades llamadas foliolos, que se articulan sobre el raquis. El nimero de foliolos
varia segun la variedad de tomate, presentando en todos los casos un foliolo al final del
raquis, denominandose hojas imparipinnadas. La disposicion de las hojas en el tallo es
helicoidal con un angulo de divergencia de 144°, es decir, presenta filotaxis 2/5. Los
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foliolos presentan los bordes dentados y nervadura reticular, con haz verde y envés
grisaceo (Fig. 3).

1.5. Desarrollo reproductivo

1.5.1. Morfologia floral

Las angiospermas se distinguen de las gimnospermas, fundamentalmente, por la
aparicion en ellas de un recipiente constituido por las hojas carpelares (el ovario) en cuyo
interior se encuentran protegidos los primordios seminales. Tras la fecundacion, los
primordios seminales se transforman en semillas y el ovario da lugar al fruto. Es frecuente
qgue los érganos reproductores estén protegidos por piezas foliares que constituyen la
envoltura floral o perianto. Esta estructura, junto a los drganos reproductores, forman la
flor, que frecuentemente es hermafrodita y puede aparecer aislada o agruparse con otras
flores formando inflorescencias.

La morfologia floral se representa mediante un diagrama floral y/o una férmula
floral. El diagrama floral consiste en una representacion grafica de los elementos que
forman una flor sobre un plano, mediante la proyeccidn ortogonal de cortes transversales
de los verticilos. En la férmula floral se emplean simbolos, iniciales y cifras para
representar las piezas y caracteristicas florales.

La férmula floral para tomate es * O K(5) [C(5) A(5)] G(2), ya que es una flor regular,
ciclica, gamosépala, gamostémona, gamopétala, con corola y el androceo fusionados
(petalostémona), y presenta un gineceo supero. Con todo esto, el diagrama floral del
tomate esta representado en la Fig. 4.

Sépalos

Cono estaminal

- Pétalos

Fig. 4: Diagrama floral de Solanum lycopersicum y fotografia de una flor de tomate.
Diagrama: fuente http://www.studyrankers.com. Fotografia: fuente propia.

1.5.1.1. Androceo y gametogénesis

El androceo es el conjunto de estambres de la flor, los cuales estan formados por un
filamento y una antera, que se divide en dos tecas con dos sacos polinicos en cada una. En
el tomate, y especies silvestres relacionadas, el extremo de las anteras se mantiene unido
formando un cono estaminal caracteristico en forma de botella y presentan dehiscencia
longitudinal (Nuez 1995).


http://www.studyrankers.com/
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En cada antera se produce la diferenciacién de células subepidérmicas en
arquesporas. Estas sufren una divisién tangencial originando una célula parietal y una
célula espordgena, que por meiosis, genera una tétrada de microsporas haploides.
Posteriormente, la microspora uninucleada se divide asimétricamente formandose dos
células; la célula vegetativa y la célula generativa, de menor tamafio. La célula generativa
se vuelve a dividir formando dos células espermaticas que se encuentran en el interior de
la célula vegetativa. En el momento de la dehiscencia de la antera, el gametofito
masculino estd formado por la célula vegetativa y las dos células espermaticas, sin
embargo en otros casos, el gametofito masculino es bicelular y la segunda mitosis se
produce en el tubo polinico, como ocurre en tomate.

1.5.1.2. Gineceo y gametogénesis

El gineceo es el conjunto de carpelos de la flor que recibe el nombre de pistilo. El
carpelo se divide en tres partes; el ovario en la parte inferior, generalmente engrosada
gue contiene los primordios seminales; el estigma en la parte superior, receptora del
polen; y el estilo, que conecta el ovario con el estigma.

La flor puede presentar un carpelo (flor unicarperlar) o varios, que pueden estar
separados (gineceo apocartico) o fusionados total o parcialmente (gineceos sincarpicos). El
ovario comun de los carpelos fusionados esta compartimentado en dos o mds léculos o
cavidades cuyo numero estd relacionado con el nimero de carpelos. En el tomate, tanto
los carpelos como los estilos estan fusionados.

En el interior de los carpelos esta la placenta, a la cual se unen los primordios
seminales mediante el funiculo. Los haces vasculares, que nutren a los primordios
seminales, penetran por el funiculo y terminan en la calaza. Los primordios seminales
constan de uno o dos tegumentos externos que recubren la nucela (megaspogangio), los
cuales presentan un orificio abierto, el micrdpilo, por el que penetra el tubo polinico hacia
la nucela, en cuyo interior se formara el saco embrional. En el tomate los primordios
seminales se sitlan sobre una columna central de tejido dentro de un ovario

compartimentado en tanto Iéculos como carpelos fusionados (placentacion axial).

La gametogénesis se inicia cuando una célula de la nucela se diferencia y mediante
meiosis forma cuatro megasporas haploides, que generalmente forman una tétrada
alineada. En la mayoria de los casos, tres de las cuatro megdsporas degeneran y solo
sobrevive una que originara el gametofito femenino. La megaspora funcional se desarrolla
y se divide tres veces consecutivas, originando ocho nucleos dentro de la misma célula.
Los nucleos se disponen en dos grupos, uno cerca del extremo micropilar del gametofito
en formacion, y el otro en el extremo opuesto, cerca de la calaza. Posteriormente, un
nucleo de cada grupo migra hacia el centro, formando los llamados nucleos polares. Los
tres nlcleos del extremo micropilar se recubren de una fina membrana,
proporcionandoles de citoplasma propio, y se organizan formando una ovocélula (gameto
femenino) y dos células sinérgidas. Los tres nucleos del extremo calazal también se rodean
de plasma propio mediante una pared celular rigida, formandose las células antipodas. La
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estructura resultante es un conjunto de siete células y ocho nucleos que conforma el
gameto femenino maduro o saco embrional.

1.5.1.3. Longitud estilo

Para que ocurra la autopolinizacién en tomate, el estilo debe situarse a la altura del
cono estaminal o por debajo de él. Las especies silvestres de tomate son alégamas y
presentan estilos exertos, mientras que las variedades cultivadas de Solanum
Lycopersicum son autégamas y presentan estilos poco exertos, a nivel del cono estaminal
e incluso insertos (Fig. 5) (Chen & Tanksley 2004). La longitud del estilo estd determinada
genéticamente, principalmente por el QTL stigma excertion2.1 (se2.1) (Chen & Tanksley
2004). Dentro de éste QTL, el gen style2.1 es el que mas cambios produce en la longitud
del estilo, mediante la elongacion celular durante el desarrollo del estilo (Chen etal.
2007). El cambio morfolégico del estilo se debe a dos delecciones en el promotor de 450
pb y de 750 pb, ya que la proteina es igual en las variedad de estilo exerto e inserto (Chen
et al. 2007).

Exerto Normal Inserto

Fig. 5: Esquema de flores con estilos de distinta longitud (Chamarro 1995).

Los mutantes procera y 35S5::CcGA200x1 presentan flores con el estilo exerto
(Carrera et al. 2012; Garcia-Hurtado et al. 2012), lo que indica un posible papel de las GAs
en la morfologia floral.

La longitud del estilo también esta afectada por condiciones ambientales como la
iluminacion deficiente y alta temperatura, que pueden provocar la exercion del estigma y
un desarrollo deficiente del endotelio (Chamarro 1995).

1.5.2. Inflorescencias

Existen dos grandes grupos de inflorescencias: simples, las cuales presentan
ramificaciones de primer orden; y compuestas, donde el eje principal y los laterales portan
a su vez inflorescencias. Ademas se distinguen inflorescencias cimosas o determinadas e
inflorescencias racemosas o indeterminadas. En las cimosas el eje principal de la
inflorescencia produce una flor, al igual que los ejes secundarios, mientras que en las
inflorescencias racemosas el eje principal, en teoria, no termina en una flor y tiene un
crecimiento indefinido.
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Las inflorescencias de tomate son racemosas, ya que presentan un eje principal con
flores solitarias dispuestas de forma alterna o helicoidal sobre un pedunculo que tienen
aproximadamente la misma longitud, donde las flores mas jovenes estdn mas préoximas al
apice del eje (crecimiento monopddico).

1.6. Fructificacion y desarrollo del fruto

La generacidn de nuevos especimenes, mediante las semillas, y la dispersidn de los
mismos por medio de los frutos es el objetivo de la fructificacién, que consta de tres
etapas principales; la polinizacidn, la fertilizacién y la formacién del fruto (Gillaspy et al.
1993).

1.6.1. Polinizacién y fecundacién

La polinizacidn es el transporte del polen producido por los estambres de una flor al
estigma de los carpelos, mediante la dehiscencia de las anteras. Se diferencian dos
modelos de polinizacién: la autopolinizaciéon (autogamia); el estigma es polinizado por el
polen de la misma flor; y la polinizacidn cruzada (alogamia); el estigma es polinizado por el
polen producido en otra flor. La polinizacion se ve afectada por condiciones ambientales,
como humedad y temperatura.

El grano de polen se deposita sobre el estigma cuya superficie estd constituida por
un tejido glandular (tejido estigmatico), que facilita la adhesién y posterior hidratacion de
los granos de polen. La hidratacidon del grano de polen provoca que parte de la célula
vegetativa salga por los poros, produciéndose la germinacion del polen (Picken 1984). Esta
prolongacion citoplasmatica es denominada tubo polinico, cuyo crecimiento puede durar
horas o dias. Durante el crecimiento del tubo polinico las células espermaticas pierden el
citoplasma y los nucleos espermaticos se desplazan con el tubo polinico hacia la parte
apical, hasta alcanzar el primordio seminal, al que accede por el micrépilo (porogamia o
acrogamia). El tubo polinico, tras penetrar por el micrdpilo, atraviesa la nucela y llega al
saco embrional. El tubo polinico avanza entre las dos células sinérgidas y el nucleo
vegetativo del tubo polinico degenera. Después, el tubo polinico perfora una de las células
sinérgidas y se abre en su interior, vertiendo los dos nucleos espermaticos en su interior.
Posteriormente, gracias a una segunda abertura en la base de la célula sinérgida, los dos
nucleos espermadticos alcanzan el saco embrional. En este punto, uno de los nucleos
espermaticos penetra en la ovocélula y se fusionan los nucleos, formando un zigoto
diploide; mientras que el otro se fusiona con los nucleos polares (ambos haploides),
formando un ndcleo triploide.

La flor de tomate es autdgama y el estigma es receptivo al polen desde dos dias
antes de la antesis. Las condiciones éptimas para la polinizacion pasan por una humedad
relativa entre el 60% y 80% y una temperatura entre 17°C y 24°C (Brukhin et al. 2003; Fos
et al. 2001).
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1.6.2. Desarrollo del fruto de tomate

Los frutos son drganos encargados de albergar las semillas hasta su madurez y
contribuyen a dispersarlas, bien porque disponen de mecanismos que favorecen la
diseminacién, o bien porque se desprenden junto con ellas de la planta madre.

Tras la fecundacién, el desarrollo del fruto de tomate se puede dividir en dos fases;
en la primera el crecimiento del fruto es debido principalmente a divisiones celulares, y la
segunda fase se caracteriza por la expansion celular hasta que se alcanza el tamafno de
fruto maduro. Posteriormente se produciria la maduracidn y la senescencia (Gillaspy et al.
1993; Ho & Hewitt 1986).

En la fase |, tras la fertilizacién, se activa la division celular en el ovario durante los
7-10 primeros dias. Las células en divisidon son pequeiias, altamente comprimidas, ricas en
sustancias citoplasmaticas y con vacuolas pequefias (Gillaspy etal. 1993). En la etapa
inicial de la fase | (hasta el dia 4 o 6 post antesis), se observa que la divisién celular es
mayor en la capa externa del pericarpo que en la capa interna; en las semillas en
desarrollo, las divisiones son mas numerosas en los tegumentos que en el embridn; y que
las células de la columela y la placenta también presentan una alta actividad mitética. Tras
esta fase inicial, la actividad mitdtica en el pericarpo sigue siendo mayor en la capa
externa, y en la placenta estd localizada en las capas celulares de la periferia de la semilla.
Los tejidos vasculares y las semillas en desarrollo también muestran actividad mitética. Al
final de la fase |, y solapandose con la fase Il, la actividad mitdtica se restringe a la capa
externa del pericarpo y a la capa externa de la placenta, de las cuales derivan las células
loculares. El tejido vascular continda mostrando actividad mitética, y se incrementa en el
embridn en desarrollo (Suzuka et al. 1989; Daidoji et al. 1992).

El peso y tamafo final del fruto estan influidos por el nimero de células
preexistentes en el ovario y el nimero de fertilizaciones exitosas, ya que existe una
correlacién positiva entre el nimero de semillas en desarrollo y el mantenimiento del
crecimiento del fruto. El nimero de évulos fertilizados determina la tasa inicial del
crecimiento del ovario y las semillas en desarrollo controlan la tasa y mantenimiento de la
divisiéon celular en el fruto (Gustafson 1939; Hobson & Davies 1970; Nitsch 1970; Varga &
Bruinsma 1986; Bohner & Bangerth 1988).

En tomate, la actividad mitdtica en el pericarpo, después de la fertilizacion, provoca
la proliferacion de células en el exocarpo, mesocarpo y endocarpo y la diferenciacién de
un grupo de células del mesocarpo en células vasculares. La activacién de la mitosis en las
células periféricas de la placenta, causada por el embridn en desarrollo, da lugar a las
células loculares. Estas células son morfolégicamente distintas a las células de la placenta,
aunque existe un gradiente de diferenciacion desde las células de la columela hasta las
células loculares adyacentes al pericarpo (Suzuka etal. 1989; Daidoji etal. 1992). La
proliferacion celular y la diferenciacién de los tejidos del fruto estdn coordinadas
temporalmente con la actividad mitdtica y en el embridon en desarrollo.
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La fase Il, tras el periodo de divisidn celular, el crecimiento del fruto es debido
principalmente a la expansion (Coombe 1976). En el caso del tomate, el volumen de las
células de la placenta, del tejido locular y del mesocarpo puede incrementarse mas de 10
veces, pero las células del exocarpo y endocarpo, las cuales contindan en divisidn, se
expanden menos (Gillaspy et al. 1993). En la expansion celular, la pared celular primaria y
la capa citoplasmatica se vuelven relativamente mdas delgadas, las vacuolas ocupan una
mayor proporcion del volumen celular y comienza a acumularse almiddn, acidos organicos
y otras sustancias (Chamarro 1995).

Posterior a la fase Il y tras la maduracion de la semilla, se produce la maduracion del
fruto. En este proceso se producen grandes cambios en la pigmentacion, textura y
contenido de metabolitos, que determinan el aroma, color, textura y composicion
bioquimica final del fruto (Gillaspy et al. 1993; Giovannoni 2004).

1.7. Estructura del fruto de tomate

El fruto de tomate es una baya cuyo tamafio y forma varian en funcién de la
variedad y de las condiciones de desarrollo (Chamarro 1995). Su estructura esta
compuesta por diferentes tejidos y consiste en un pericarpo, formado a partir de la pared
del ovario, rodeando la placenta, el tejido locular y las semillas. El pericarpo se subdivide
en tres estructuras: exocarpo, mesocarpo, y endocarpo. El exocarpo consiste en una capa
de cuticula y en la epidermis, la cual incluye varias capas de células colenquimaticas
subepidérmicas (Lemaire-Chamley et al. 2005). El mesocarpo, la capa intermedia y mas
gruesa, estd formado por grandes células parenquimaticas altamente vacuoladas vy
contiene los haces vasculares. El endocarpo, estructura mas interna, consiste en una Unica
capa celular adyacente a la regidn locular. Finalmente, las cavidades loculares estan
separadas por los septos, que confluyen en la zona interior del fruto llamada columela.
Ambas estructuras son parte del pericarpo y estdan compuestas por células
parenquimaticas (Gillaspy et al. 1993).

Las cavidades loculares se encuentran rellenas de una masa gelatinosa (tejido
locular), constituido por células parenquimatosas derivadas de la placenta durante el
desarrollo del fruto. Embebidas en el tejido locular se encuentran las semillas, que se
componen del embrién, el endospermo y la testa que suele ser un tejido duro y piloso,
siendo esta la capa mds externa de la semilla y derivada a partir de los tegumentos del
primordio seminal (Chamarro 1995).

En el fruto existen dos sistemas vasculares, uno que se extiende desde el pedicelo
por los septos del pericarpo y el otro que va a las semillas a través de las paredes radiales y
la columnela. El sistema vascular se compone principalmente de tubos de floema y vasos
de xilema con presencia de traqueidas.
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1.8. Genes que controlan el tamaiio y forma del fruto

La domesticacién del tomate provoco la seleccion basada en el aspecto y calidad,
incremento el tamanio del fruto y aparecieron multiples formas y colores (Paran & Van Der
Knaap 2007). Las variedades del tomate se clasifican segin su morfologia en base a la
clasificacion de la Unién Internacional para la proteccién de las Obtenciones Vegetales
(UPOV; www.upon.int) (Fig. 6) (Rodriguez et al. 2011).

En tomate, se han identificado 7 QTL que intervienen en el peso del fruto que
explican mas del 20% de la variacién del peso (Tanksley 2004). El QTL fw2.2 fue el primero
relacionado con el tamafio del fruto de tomate y puede hacer variar el tamano del fruto en
un 30% entre las variedades silvestres y domesticadas de tomate (Alpert et al. 1995; Alpert
& Tanksley 1996; Frary et al. 2000). El segundo QTL mas importante implicado en el
tamafiio y peso del fruto es fw3.2, que codifica una enzima P450 identificada como KLUH,
la cual incrementa el numero de células del pericarpo y septos, pudiendo afectar el la
divisién celular (Anastasiou et al. 2007; Chakrabarti et al. 2013). Otro QTL importante es
fwi11.3y estd implicado en el peso del fruto (Van Der Knaap & Tanksley 2003).

La forma del fruto de tomate estd controlada por cuatro genes, OVATE, SUN,
FASCIATED (FAS) Y LOCULE NUMBER (LC) (Rodriguez et al. 2011). OVATE es un controlador
negativo de la elongacién del fruto, mientras que SUN lo es positivo. FAS y LC controlan el
numero de l6culos del fruto y, por tanto, influyen en la forma y tamafio del fruto.

La mutacién ovate provoca la produccién de frutos ovalados, con forma de pera o
de corazon (Rodriguez et al. 2011). En Arabidposis las proteinas similares a OVATE actuan
como represores transcripcionales de AtGA20ox1, reduciendo la elongacién celular
(Hackbusch et al. 2005; Wang et al. 2007; Wang et al. 2011).

La mutacidn sun causa un fenotipo de frutos alargados. La sobrexpresién de SUN
provoca el incremento del nimero de células en la direccién longitudinal y el nimero
reducido de células en la direccidn trasversal del fruto, generando frutos muy alargados y
partenocarpicos, parecidos a los frutos inducidos tras la aplicacion de auxinas (Wu et al.
2011).

La forma y el tamafo del fruto de tomate también dependen del nimero de léculos
del fruto, que estd determinado por el nimero de carpelos fusionados en la flor. Las
variedades silvestres presentan entre 2 y 4 léculos, mientras que las variedades
domesticadas pueden presentar mas de 15 léculos por fruto. FAS codifica una proteina de
la familia YABBY que regula la polaridad de los érganos e incrementa el nimero de léculos
de dos a mas de siete, mientras que /c tiene un efecto mas débil en el nimero de léculos
que en el peso del fruto (Lippman & Tanksley 2001; Cong et al. 2008). FAS y LC controlan el
tamafio del meristemos floral y en consecuencia el nimero de carpelos fusionados (Cong
et al. 2008; Mufios et al. 2011).
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Rectangular Ellipsoid

¢

Fig. 6: Categorias de tomate segun su forma.
Los frutos se identifican con el nombre de la variedad y la presencia de la mutacion en los genes SUN (S),
OVATE (0), LC (LC), y/o FAS (F). (Rodriguez et al. 2011).

2. Giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de compuestos organicos, de los
cuales algunos son reguladores activos del crecimiento.

2.1. Estructura quimica

Las GAs son acidos diterpenos tetraciclicos, cuya estructura basica estd constituida
por un anillo de ent-giberelano. Las formas activas controlan diversos procesos del
desarrollo como la germinacién, la elongacion del tallo, el desarrollo de tricomas, la
floracién y desarrollo del fruto (Olszewski et al. 2002).

Las GAs se dividen en dos grupos segun presenten 19 o 20 carbonos en su
estructura. El carbono 20 de la estructura (C,) puede perderse por descarboxilacion
oxidativa formandose una y-lactona, uniendo los carbonos C-4 y C-10 (Fig. 7).
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ent-giberano GA1; (C0-GA) GAg (C19-GA)

Fig. 7: Estructura quimica de las GAs.
A) Estructura bdsica de las giberelinas representada por el ent-giberano. B) Estructura de GA12
representando a las GAs C20. C) Estructura de la GA9 representando a las GAs C19.

2.2.Biosintesis

La biosintesis de GAs en plantas superiores puede dividirse en tres etapas: 1)
sintesis de ent-kaureno a partir de geranilgeranildifosfato (GGDP); 2) conversién del ent-
kaureno en GAy,; 3) formacion de GAs Cy y Cyg (Fig. 8).

2.2.1. Sintesis de ent-kaureno a partir de geranilgeranildifosfato (GGDP)

La primera fase en la biosintesis de las GAs es llevada a cabo en los plastidios por
parte de dos ciclasas. El primer paso en la ciclacién del GGDP es catalizado por la encima
ent-copalildifosfato sintasa (CPS), que genera un producto intermedio, el ent-
copalildifosfato (CDP). El segundo paso, catabolizado por la enzima ent-kaureno sintasa
(KS), transforma el CDP en el producto final ent-kaureno.

2.2.2. Conversion de ent-kaureno en GA12

La segunda fase estd catalizada por monoxigenasas dependientes de citocromo
P450 y transcurre en el reticulo endoplasmatico. La enzima ent-kaureno oxidasa (KO) oxida
repetidamente el C-19 del ent-kaureno generando los intermediarios ent-kaurenol, ent-
kaurenal y acido ent-kaurenoico. Este ultimo, por la accién de la enzima ent-kaurenoico
oxidasa (KAO), genera los intermediarios acido ent-7a-hidroxikaurenoico, GAi2-aldehido y
el producto final GA12, mediante sucesivas oxidaciones de los carbonos C-7f3, C-63 y C-7.

2.2.3. Sintesis de GAs de 19 y 20 carbonos a partir de GA1:

La tercera fase de la ruta de biosintesis de GAs transcurre en el citoplasma celular y
se generan varias GAs intermediarias y GAs activas, mediante una serie de pasos
oxidativos catalizados por dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato (20DD), GA 20-
oxidasas (GA200x), y GA 3-oxidasas (GA30x).

Esta fase se inicia con la GA;,, primera GA de la ruta y precursora de todas las GAs
de la ruta en plantas superiores (Hedden & Thomas 2012). El proceso posterior a la GA;,
varia segun la especie, e incluso puede ser diferente entre tejidos de una misma planta,
diferenciandose dos rutas principales segun la hidroxilacién del C-13 (Yamaguchi 2008;
Magome et al. 2013).
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Fig. 8: Esquema de la ruta del metabolismo de GAs.

GGDP: geranilgeranildiifosfato; CPS: ent-copalildifosfato sintasa; KS: ent-kaureno sintasa; KO: ent-kaureno
oxidasa; KAO: acido ent-kaurenoico oxidasa; 13ox: GA 13-oxidasa; 200x: GA 20-oxidasa; 3ox: GA 3-oxidasa;
20x: GA 2-oxidasa (Yamaguchi 2008).

2.2.3.1. Ruta de la hidroxilacién temprana en el C-13.

Es la ruta predominante en la mayoria de las especies. Se inicia con la oxidacién del
C-13 de la GAjy, por la enzima GA 13-oxidasa (GA130x, una mono-oxigenasa P450)
transformandose en GAs3, el primer miembro de la ruta de sintesis de la 13-hidroxilacién.
Posteriormente, el C-20 de la GAs; sufre dos oxidaciones consecutivas catalizadas por GA
20-oxidasas (GA200x) dando lugar a la GA4, y a la GAys.

La ruta de la 13-hidroxilacion continda con la eliminacién del C-20 de GAis
sintetizandose GA2o0, que es la primera GA Cyg de la ruta. La enzima GA 3-oxidasa (GA3o0x)
incorpora un grupo hidroxilo en la posicién 33 de la GAzo, produciendo la GA activa GA:
(Yamaguchi, 2008).
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La GA; activa y su precursor (GA,o), se inactivan transformandose en GAsg y GA,,,
respectivamente, mediante 2B-hidroxilacion catalizada por GA 2-oxidasas (GA20x). La GAg
y GA,o pueden ser oxidadas de nuevo por GA2ox generando los productos finales GA,o-
catabolito y GAg-catabolito.

2.2.3.2. Ruta de la no hidroxilaciéon temprana en el C-13.

La enzima GA20ox oxida dos veces el C-20 de la GA;,, dando origen a GA;5 y GA,,.
Posteriormente, la GA20ox provoca la pérdida del C-20 de la GA,;, mediante
descarboxilacidn, y la formacién de una y-lactona, dando origen a la GAq, que es la primera
GA Cyg de la ruta. Por tanto, la GA20ox es responsable de la produccion de GAs Cy9 usando
GAs C,o como sustrato. Finalmente, los enzimas GA3ox incorporan un grupo hidroxilo en
posicion B en el C-3 de GA,, generando la GA activa GA, (Yamaguchi 2008).

2.3. Actividad biolégica

Son pocas las GAs que tienen actividad biolégica en las plantas superiores, las
formas activas mas comunes son la GA;, GA;, GA, y GA;, mientras que las restantes GAs
son compuestos precursores o derivados de la degradacién de la GAs activas (Kobayashi
et al. 2000). Las formas activas normalmente poseen un grupo hidroxilo en el C-33, un
grupo carboxilo en el C-6, y una lactona entre el C-4 y el C-10 (Yamaguchi 2008).

Las GAs promueven distintos procesos en el crecimiento y desarrollo de las plantas
como la germinaciéon, elongacidon del tallo, expansién foliar, desarrollo de tricomas,
desarrollo radicular, transicién floral, elongacidon del tubo polinico, fructificacidon y
desarrollo de la semilla (Huttly & Phillips 1995; Olszewski et al. 2002; Sun & Gubler 2004;
Thomas et al. 2005; Yamaguchi 2008).

La ruta de la hidroxilaciéon temprana en el C-13 es la predominante en tomate, pero
la aplicacidon de GA;, GA;, GA; y GA,, en ovarios no polinizados produce su desarrollo
partenocarpico, con la siguiente efectividad GA3; > GA; = GA; > GA,. Esto indica que la GA,
es activa en ovarios de tomate (Serrani, Fos, et al. 2007). El tomate presenta las rutas de
sintesis de GA; y GA,, aunque su actividad depende del tejido.

2.4. Genes implicados en el metabolismo de las GAs

Actualmente se han clonado y caracterizado todos los genes de la ruta del
metabolismo de GAs. Las enzimas que catalizan los primeros pasos en la biosintesis de GAs
estan codificadas por uno o dos genes. En Arabidopsis, CPS, KS y KO son codificadas cada
una por un gen, y el alelo nulo de estos genes (gal, ga2 y ga3) provoca enanismo por
deficiencia de GAs. En arroz, CPS, KS y KO son también codificadas por varios genes, sin
embargo soélo una de las formas esta implicada en la biosintesis de GAs. En el caso de la
KO, existe un cluster de 5 genes KO-like, la mutacién de OsKO2 causa un fenotipo enano
severo por deficiencia de GAs, indicando que debe de ser el Unico gen del cluster con
actividad. (Yamaguchi 2008; Hedden & Thomas 2012).
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Las 20DD, que catalizan la parte final de la ruta, son codificadas por pequefias
familias multigénicas en todas las especies que han sido estudiadas. Arabidopsis presenta
cinco enzimas GA20ox y cuatro GA3ox, mientras que el arroz presenta cuatro y dos,
respectivamente. Los miembros de estas familias génicas pueden variar
considerablemente sus niveles y patrones de expresidon, y estar diferencialmente
regulados. Esta multiplicidad de genes puede estar relacionada con el hecho de que la
biosintesis de GAs esta regulada principalmente por la actividad de las 20DD (Hedden &
Thomas 2012).

2.4.1. Genes del metabolismo de GAs en tomate

Los genes de la ruta metabdlica de GAs en tomate son conocidos, a excepcioén de la
enzima GA13-oxidasa, la cual sélo ha sido clonada en arroz. (Magome et al. 2013)

Los genes de la primera y segunda etapa de la sintesis de GAs presentan una Unica
copia, denominandose SICPS, SIKS, SIKO y SIKAO (Imai et al. 1996; Falara et al. 2011). Los
mutantes en estos genes, deficientes en la biosintesis, son gib-1, gib-2 y gib-3, que afectan
a las enzimas CPS, KAO y KS respectivamente (Bensen & Zeevaart 1990; Koornneef et al.
1990).

Respecto a las 2DDO, el tomate presenta cuatro enzimas GA200ox codificadas por los
genes SIGA200x1, SIGA200x2, SIGA200x3 y SIGA200x4. (Rebers et al. 1999; Serrani et al.
2008). Las GA3ox estan codificadas por 2 genes, SIGA30x1 y SIGA30x2 (Rebers et al. 1999).
La desactivacion de las GAs, es llevada a cabo por las enzimas GA2ox, y el tomate presenta
5 genes, SIGA20x1 SIGA20x2, SIGA20x3, SIGA20x4 y SIGA20x5 (Serrani, Sanjudn, et al.
2007).

El gen SICPS se expresa, salvo en raiz, en todos los tejidos vegetativos, presentando
la mayor expresion en entrenudos. En los érganos florales hay transcritos del gen, a
excepcién de los estambres. En ovarios en desarrollo hay expresion de SICPS, que
desciende tras la antesis en ausencia de polinizacién. En los ovarios polinizados hay
presencia de trascritos en frutos de 10 y 20 dias post-antesis, con mayor intensidad en el
pericarpo (Rebers et al. 1999; Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

La expresion de los genes SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA200x3 no se localiza en los
mismos tejidos, ni con la misma intensidad, indicando posibles diferencias de
funcionalidad. Todos los genes se expresan en los tejidos vegetativos aéreos, hojas,
entrenudos y tejidos reproductivos. Sin embargo, en raices sdlo se detecta SIGA200x3. El
gen SIGA200x1 se expresa mayoritariamente en hojas jévenes vy, tras la polinizacion, en los
frutos en desarrollo. En los ovarios en desarrollo es casi indetectable e inexistente si tras la
antesis no ocurre la polinizacién. Esta provoca su expresion en el fruto en desarrollo desde
el dia 5 al 20 tras la polinizacién. La expresidon de SIGA200x2 se localiza también en hojas
jévenes, aungue a menor nivel que SIGA200x1. En los tejidos reproductores es el gen con
mayor expresidén en sépalos y en los ovarios en desarrollo. Tras la antesis esta sefial
desaparece, pero la polinizacidon provoca su expresion de nuevo en el fruto. Por ultimo, el
gen SIGA200x3, se expresa preferiblemente en raiz y en entrenudos adultos. En el ovario
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en desarrollo se expresa, aunque a un nivel menor que SIGA200x2, pero mantiene la
expresion en el momento de antesis y posterior. La polinizacidn provoca un aumento de
expresion, respecto a los ovarios no polinizados, que esta presente desde los 5 a los 20
dias (Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

Las enzimas GA3ox1 y GA30x2 se localizan en tejidos vegetativos y reproductivos. La
expresién de SIGA3ox1 se localiza en la raiz, a diferencia del gen SIGA30x2, que no
presenta expresion en este tejido. En tejido reproductivo, el gen SIGA30x1 se expresa en
ovarios en desarrollo antes de la antesis. Posteriormente, los niveles disminuyen y se
mantienen desde antesis hasta el dia 20. En frutos de 10 y 20 dias los transcritos se
concentran principalmente en las semillas en desarrollo. Por el contrario, el gen SIGA30x2,
se detecta en ovarios antes de antesis y después es practicamente indetectable en ovarios
no polinizados. Tras la polinizacidn, los niveles de expresiéon son muy bajos y se observa un
aumento de la misma en semillas de 20 dias. Aunque ambos genes estén presentes en
ovarios, los resultados indican que no son limitantes para el desarrollo de los mismos
(Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

Las enzimas GA2ox catalizan la desactivacién de las GAs. Existen dos tipos de GA2ox:
las C15-GA20x, que tienen como sustrato las GAs de Cyg; y las C,o-GA20x, que actlan sobre
las GAs Cy. Las C15-GA20x inactivan las GAs activas GA; y GA,, por lo que su presencia en
todos los tejidos de la planta estd justificada. Sin embargo, los 5 miembros de la familia
génica no presentan los mismos niveles de expresién ni distribucidn. En el tejido
vegetativo no se detecta SIGA2ox1, que se localiza, principalmente, en ovarios en
preantesis. Tras la antesis los niveles bajan ligeramente, pero se mantienen hasta el dia 20
tras la antesis. La polinizacidn no provoca cambios llamativos en su expresién. SIGA20x2 se
transcribe principalmente en entrenudos. La flor presenta expresién de SIGA20x2 en todos
los verticilos, y en el ovario, la expresién es mas alta en no polinizados que en los
polinizados. El siguiente miembro de la familia, el gen SIGA20x3, se expresa en todos los
tejidos vegetativos, y en los reproductivos con intensidad en los sépalos. La expresién en
ovarios en desarrollo es muy alta, pero en antesis y posterior, los niveles son bajos y la
polinizacidn no los altera. La expresién de SIGA20x4, se localiza en todos los tejidos
vegetativos y reproductivos, salvo en los estambres. En el ovario, los niveles de transcritos
son muy constantes en el tiempo entre preantesis y 20 dias sin polinizacién. En el caso de
ovarios fecundados, los niveles disminuyen con el tiempo aunque, en los frutos de 10 y 20
dias, el nivel es mayor en semillas que en el pericarpo. SIGA20x5 se expresa en todos los
6érganos vegetativos, aunque especialmente en raiz y en hojas jovenes. En la flor se
expresa principalmente en ovarios en antesis y post-antesis. La polinizacién no varia los
niveles de expresion, pero en los frutos de 10 y 20 dias la expresion esta restringida a las
semillas (Serrani, Sanjuan, et al. 2007). Estos resultados no muestran diferencias en el
patrén de expresion entre los ovarios polinizados y no polinizados que puedan indicar un
papel de estos genes en el desarrollo del fruto.
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2.5. Regulacion de la ruta biosintética

2.5.1. Regulacion homeostatica

En el ciclo vital de las plantas las GAs estdn implicadas en multitud de procesos
bioldgicos, por lo que las plantas tienen que ser capaces de regular el contenido en GAs
activas de forma eficaz. Estudios bioquimicos en mutantes en la biosintesis de GAs y en su
respuesta en varias especies han demostrado que los niveles de GAs estan controlados a
través de la retroalimentacidon (Thomas et al. 2005). La regulacion de la ruta biosintética
ocurre principalmente a través de los genes GA20ox y GA3o0x, y GA2ox ya que el
incremento de la actividad de las enzimas CPS y KO no aumenta significativamente los
niveles de GAs activas (Fleet etal. 2003). La regulacion se lleva a cabo por
retroalimentacion negativa en el caso de los genes biosintéticos (GA20ox y GA3ox) y
positiva en el caso de los genes catabdlicos (GA20x). La regulacion transcripcional de las
20DDs esta inducida por la respuesta a GAs activas (Fig. 9) (Yamaguchi 2008; Serrani et al.
2008).

GA 20-oxidasa GA 3-oxidasa
GA15/s3 > GAg 50 —> GAy;

v
e

GASL"ZB GA34,."8

Fig. 9: Esquema de la regulacion por retroalimentacion negativa de genes de biosintesis (GA 20-oxidasa,
GA 3-oxidasa) y retroalimentacion positiva de genes de catabolismo (GA 2-oxidasa) de GAs (Serrani,
2008).

En la regulacion de la ruta metabdlica de las GAs es necesaria la participacion de los
componentes de la ruta de sefializacion de GAs (ver Fig. 11), incluyendo el receptor de GAs
GID1, la proteina DELLA y el complejo SCF (complejo F-BOX SKP1-CULLIN con la subunidad
proteica GID2, en arroz; o SLY1 en Arabidopsis). La implicacidon de la proteina DELLA en la
regulacién por retroalimentacién de la ruta de sintesis de GAs, ha sido demostrada en
numerosas especies mediante la caracterizacién de mutantes DELLA de pérdida y ganancia
de funcion (Yamaguchi 2008; Hedden & Thomas 2012). Los mutantes de arroz gid1 y gid2
presentan alta transcripcion del gen OsGA200x2 y altos niveles de GA;. Por el contrario, los
mutantes con pérdida de funcién DELLA en Arabidopsis tienen niveles bajos de transcritos
de AtGA3ox incluso en fondos mutantes deficientes de GAs (Yamaguchi 2008).

2.5.2. Regulacion por otras hormonas

Las hormonas estan implicadas en todos los procesos vegetativos y reproductivos
del ciclo vital de las plantas, implicando a mds de una hormona en un mismo proceso.
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2.5.2.1. Auxinas

En el tomate, la aplicacion de GAs y auxinas en ovarios no polinizados induce su
desarrollo partenocarpico, y con la aplicaciéon conjunta de ambas hormonas se producen
frutos partenocarpicos de apariencia similar a los polinizados, esto indica la existencia de
interaccion entre ambas hormonas en el proceso de fructificacion (Serrani, Fos, et al.
2007). Las auxinas provocan un aumento de GAs activas en el fruto mediante el aumento
de expresion de los genes CPS, GA20ox y GA3ox, mientras que se reducen los niveles de
los genes GA2ox (Fig. 10) (Serrani et al. 2008).

CPS

GGDP ——> CDP —> ent-kaurene
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Fig. 10: Modelo de interaccion de auxinas y GAs en el desarrollo y crecimiento del tomate.

Tras la polinizacién, o la aplicacion exdgena de auxinas, se produce un aumento en la transcripcién de los
genes de sintesis de GAs CPS, GA200x1,2,3 y GA3o0x, asi como la disminucién de los transcritos de GA200x2,
que cataliza la desactivacion de las GAs activas. Todo ello provoca un aumento de las GAS activas (Serrani
et al. 2008).

2.5.2.2. Brasisnosteroides

El papel de los brasinosteroides (BR) como reguladores del metabolismo de GAs es
menos claro que el caso de las auxinas. En Arabidopsis, el mutante deficiente en BR
experimenta un aumento de la expresidon de AtGA20o0x1 tras la aplicacién de BR activos.
(Yamaguchi 2008). La expresidon de AtGA200x2 y AtGA3ox1 aumenta con el tratamiento de
BR (Li et al. 2012). En tomate, la aplicacion del esteroide activo brasindlido (BL) induce la
elongacion del tallo, la cual aumenta con la aplicacién conjunta de GAs, con un efecto
dependiente de la dosis, indicando que la respuesta a GAs en tomate, depende de BR
(Marti et al. 2006).

2.6. Mecanismo de sefalizacion por GAs

En la Fig. 11 se muestra un esquema resumido de la recepcién y sefializacion de
GAs. En ausencia de GAs activas, la proteina DELLA actla inhibiendo la trascripcion
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genética de los genes diana de respuesta a GAs. En presencia de GAs, éstas se unen
directamente al receptor GID1, produciendo un cambio conformacional en GID1 que
permite la interaccidon con la proteina DELLA (Ueguchi-Tanaka et al. 2005; Hirano et al.
2008).

Las proteinas DELLA pertenecen a un subgrupo de la familia GRAS y actia como
regulador negativo de la cascada de sefializacion de GAs (Sun 2011). En la regién N-
terminal presenta los dominios DELLA (Asp-Glu-Leu-Leu-Ala); y el dominio TVHYNP,
requeridos para la interaccion con el complejo GA-GID1 (Hartweck 2008; Sun 2010;
Daviere & Achard 2013). La alteracién en el dominio N-terminal da lugar a proteinas
mutantes resistentes a la degradacién, confiriendo insensibilidad a GAs (Sun & Gubler
2004; Locascio et al. 2013; Sun 2010; Itoh et al. 2002). La degradacién de las proteinas
DELLA se produce tras su ubiquitinacién por parte del complejo SCF E3 ubiquitin ligasa,
sefial para la destruccion de la proteina via proteosona 26S (Itoh et al. 2003;Mcginnis et al.
2003; Sun & Gubler 2004).

En el tomate, la proteina DELLA se conoce como PROCERA (Marti et al. 2007; Bassel
et al. 2008; Jasinski et al. 2008), y un cambio puntual en el dominio VHIID, en el mutante
procera, da lugar a una proteina DELLA inactiva (Bassel et al. 2008; Jasinski et al. 2008),
provocando la respuesta constitutiva a GAs.

SCFE3
Ubiquitin
DELLA ligasa

‘o

SCF E3
Ubiquitin

L
ek

Fig. 11: Esquema de la sefializacion de GAs.

Tras la unidn de la GAs activa con el receptor GID1, la proteina DELLA sufre la poliubiquitacién, por el
complejo SCF E3 Ubiquitin ligasa,y posterior degradacion via proteosoma 26S. En consecuencia, se produce
la transcripcion de los genes diana en respuesta a GAs. Modificado de Achard & Genschik 2009.

20



Introduccion
3. Auxinas

Las auxinas son, posiblemente, las fitohormonas mas estudiadas y se han
relacionado con el fototropismo y crecimiento desde finales del siglo XIX.

3.1. Estructura quimica

La principal auxina es el acido indolacético (IAA), ya que es el mas abundante en las
plantas. Algunas especies sintetizan auxinas activas adicionales como el acido 4-cloro
indolacético (4-Cl-IAA), el acido fenilacético (PAA), y acido indolbutirico (IBA), aunque es
probable que el IBA se convierta en IAA por B-oxidacidn. Las auxinas pueden encontrarse
en forma libre o formando conjugados con compuestos como glucosa, myo-inositol y
aminoacidos (Woodward & Bartel 2005) (Fig. 12).

0 @]
Cl COOH
A\ A\ 0 N
N N H
H H

IAA 4-CI-IAA PAA IBA

Fig. 12: Estructura quimica de las principales auxinas activas naturales.
Fuente: https://es.wikipedia.org

Todas las auxinas presentan un indol, o un anillo aromatico, con un grupo carboxilo.
Son &acidos débiles, solubles en agua y en solventes organicos. Para tener actividad, el
anillo aromatico y el grupo carboxilo tienen que estar a una distancia de 0,55A. Partiendo
de esta base quimica, se han sintetizado diversos compuestos con actividad auxinica,
siendo los mas importantes; el acido diclorofenoxiacético (2,4-D), 2,4,5-
triclorofenoxiaético (2,4,5-T), naftalenacético (NAA), acido 4-clorofenoxiacético (4-CPA) y
2,4-metilfenoxiacético (MCPA). La mayoria de estos compuestos son mas estables en los
tejidos que el IAA y son metabolizados mds lentamente, por lo que su accidn a bajas
concentraciones puede ser mas eficiente que el IAA (Edwin et al. 2008).

3.2. Biosintesis de IAA

Existen dos vias principales para la sintesis de IAA: la ruta dependiente de triptéfano
(Trp), vy la ruta independiente de Trp (Fig. 13). La ruta independiente de Trp parte del
indol-3-glicerolfosfato (IGP) o del indol (Ouyang et al. 2000). La ruta mas comun, y mas
estudiada, es la ruta dependiente de Trp, de la que existen al menos 3 alternativas: indol-
3-acetaldoxima (IAOx), indol-3-acetamina (IAM) y el acido indol-3-piruvico (IPyA).

Se ha sugerido que la ruta independiente de Trp controla los niveles constitutivos de
IAA y que cuando se necesitaran altos niveles de IAA, éste se sintetiza a través de la ruta
dependiente de Trp (Zazimalova & Napier 2003). En tomate existen las dos rutas, pero se
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supone que la dependiente de Trp es la principal en el desarrollo del fruto (Epstein et al
2002; Ehlert et al. 2008)
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3.3. Mecanismo de sefializacion por auxinas

En la Fig. 14 se representa esquematicamente el proceso de sefalizacién por
auxinas.

En bajas concentraciones de auxinas, los Aux/IAAs forman heterodimeros con los
ARFs, por lo que no se produce la transcripcidén de los genes de respuesta a auxinas. Tras la
aplicacién de auxinas se produce la liberacidn de los ARFs mediante la degradacién de los
Aux/IAA, lo que permite la regulacidn de la transcripcion de los AuxREs (Fig. 14)
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Fig. 14: Representacion esquematica de la respuesta a las auxinas.

En ausencia de auxinas, las proteinas Aux/IAA forman heterodimeros con los ARF, impidiendo la
transcripcion. Tras la aplicacion de auxinas, los heterodimeros se rompen, y los Aux/IAA se degradan via
proteosoma y se liberan los ARF, permitiendo la transcripcidn génica. Modificado de (De Jong et al. 2009).

4. Brasinosteroides

El esteroide activo brasindlido (BL) (Fig. 15) fue descubierto en 1979 en el polen de
Brasica napus (Grove et al. 1979) y, aunque parecian indispensable para el crecimiento y
diferenciacion vegetal, no se consideraron verdaderas fitohormonas hasta el
descubrimiento de los mutantes dwarf det2 y cpd en Arabidpsis en 1996 (Szekeres et al.
1996; Li et al. 1996). Los brasinosteroides (BR) provocan cambios en la elongacién celular a
bajas concentraciones y, actualmente, se reconocen como fitohormonas indispensables
para el crecimiento y la diferenciacion celular (Clouse & Sasse 1998; Asami et al. 2005). Los
mutantes deficientes en BR son mas bajos que el silvestre, con hojas oscuras y curvadas, y
con fertilidad reducida.

4.1.Estructura quimica

Los BR son esteroles polihidroxilados y presentan una estructura similar a las
hormonas esteroideas de animales e insectos. El brasinosteroide con mayor actividad
bioldgica es el brasindlido (Fig. 15).
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Fig. 15: Estructura quimica del brasindlido con numeracion de los carbonos (Fujioka &
Yokota 2003).

4.2. Biosintesis

El BL deriva del esterol de membrana campesterol a través de una serie de
reducciones, hidroxilaciones, epimerizaciones y oxidaciones. Hay dos vias principales en la
ruta biosintética; oxidaciéon temprana o tardia de C-6, dependiendo si se produce la
carboxilaciéon del C-6 antes o después de la hidroxilacion de la cadena lateral (C-23).
Ambas vias convergen en la formacidn de catasterona (CS), que es el precursor de BL (Fig.
16) (Clouse & Sasse 1998).

Campesterol
CN 6-OHCN ., 6-OxoCN
(Campestanol) (6¢t-hidroxi-campestanol) (6-oxocampestanol)

0]
© | | O
= )
= 6-DeoxoCT cT o<
o (6-deoxocatasterona) (Catasterona) o
o &
T l ! a
= 6-DeoxoTE TE E
6 (6-deoxoteasterona) (Teasterona) :_:'
o 0
g ' } 3
5 6-Deoxo3CDT 30T o
(] (3-deshidro-6-deoxcoteasterona) (3-deshidroteasterona) 3

o
[0}
g l l 5
2 6-DeoxoTY TY =
(6-deoxotifasterol) (Tifasterol) o

6-DeoxoCS | 6-0OHCS cs BL
(6-deoxocatasterona) (6u-hidroxicatasterona) (Catasterona) (Brasinolido)

Fig. 16: Ruta de biosintesis de BR a partir de campestanol.
Existen dos rutas de sintesis de BL, la via de oxidacién temprana del C-6 y la via de oxidacion tardia. Esta
ultima es la ruta principal en tomate. (Modificado de Bishop et al. 1999).

En tomate, la ruta principal es la de oxidacién tardia de C-6, ya que sdlo se han
encontrado los intermediarios de esta ruta (Bishop etal. 1999; Koka etal. 2000). El
mutante dwarf de tomate es ortélogo del gen BR6ox de Arabidopsis y cataliza la oxidacién
del C-6 de la deoxocatasterona produciendo CS. La proteina codificada por Dwarf puede
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considerarse un complejo P450 ya que cataliza dos reacciones consecutivas y muestra una

alta especificidad por la 6-deoxoCS, ya que la sobrexpresion de D no provoca un

incremento en el contenido de los compuestos intermedios (Bishop et al. 1999).

5. Regulacion hormonal del desarrollo del fruto en tomate

5.1. Giberelinas y fructificacion

Para el desarrollo del fruto es imprescindible la presencia de las GAs, como se

demuestra en los siguientes trabajos:

Tras la polinizacién aumentan los transcritos de los genes SIGA20ox1,
SIGA200x2, y SIGA200x3 y se incrementan los niveles de GA; en el ovario
(Bohner & Bangerth 1988; Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

La aplicacion de inhibidores de la sintesis de GAs impide el desarrollo de los
ovarios polinizados, pudiéndose revertir tras la aplicacion de GAs (Fos et al.
2000; Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

La aplicacion de GAs en ovarios no polinizados provoca el desarrollo
partenocarpico de frutos de tomate (Fos et al. 2000; Serrani, Fos, et al. 2007;
Serrani, Sanjuan, et al. 2007).

La supresion de la expresidon de SIGA200x1 en tomate disminuye la viabilidad del
polen y el desarrollo de frutos se produce tras la polinizacién con polen
silvestre, aunque los frutos son partenocdrpicos, debido al aborto de las semillas
(Olimpieri et al. 2011).

La sobreexpresion del gen GA20ox1 de citrico en tomate aumenta el contenido
de GA, y tras la emasculaciéon se producen frutos partenocarpicos (Garcia-
Hurtado et al. 2012).

El silenciamiento o mutacién de la proteina DELLA, que implique su pérdida de
funcién, provoca la respuesta constitutiva a GAs y, en consecuencia,
partenocarpia (Marti et al. 2007; Carrera et al. 2012).

La mutacion recesiva pat-2 presenta altos niveles de GA,q y de GA; y produce
frutos partenocarpicos (Fos et al. 2000).

Los mutantes pat-3 y pat-4 presentan un aumento en los niveles de GAs activas
GA; y GA; antes de la antesis, produciendo frutos partenocarpicos (Fos et al.
2001).

La expresidn constitutiva de SIGA200x1 en los ovarios del mutante pat conlleva
a altos niveles de GAs activas y a la produccidon de frutos partenocarpicos
(Olimpieri et al. 2007).

25



Introduccion

El tratamiento con auxinas provoca el aumento de los niveles de GAs mediante
la regulacion de su ruta biosintética, incrementando la transcripcién de
GA200x1. Por tanto, el efecto de las auxinas estaria mediado por la accion de las
GAs y el gen GA200x1 tendria un papel clave en la fructificacidn (Koshioka et al.
1994; Serrani, Fos, et al. 2007; Pandolfini et al. 2007; De Jong et al. 2009).

Los ovarios tratados con auxinas presentan altos niveles de GAs, ya que se
incrementan los transcritos de GA20ox indicando que su accién estd mediada
por las GAs y que el gen GA20ox tiene un papel clave en la fructificacién
(Koshioka et al. 1994; Pandolfini et al. 2007; Serrani, Fos, et al. 2007; De Jong
et al. 2009; Serrani et al. 2008; Serrani et al. 2010).

5.2.Auxinas y fructificacion

La intervencion de las auxinas en la fructificacién estd basada en los siguientes

hechos:

La concentracién de axinas presenta dos picos durante el desarrollo del fruto,
después de la polinizacién y al principio de la maduracion (Gillaspy et al. 1993).

El receptor de auxinas SITIR1 actia como un regulador positivo de la
fructificacidn. Las lineas con sobreexpresién de SITIR muestran alteracion de los
niveles de expresién de los genes de respuesta a auxinas y presenta frutos
partenocarpicos. Ademas se produce un descenso de los niveles del represor de
la fructificacion SIIAA9. (Ren et al. 2011; Goetz et al. 2007).

El gen SIARF7 se expresa principalmente en évulos y placenta; y descienden en
las 48 horas tras la polinizacién y tras la aplicacion de IAA, pero no de GA;
(Vriezen et al. 2008; De Jong et al. 2009) Las lineas transgénicas de RNAi SIARF7
presentan frutos partenocdrpicos, indicando que SIARF7 actla como un
regulador negativo del crecimiento del fruto (De Jong et al. 2009). Las auxinas
actuarian de manera independiente, o anterior, a las GAs (Ozga & Reinecke
2003).

El factor de transcripcion ARF8 funciona como regulador negativo de la
fructificaciéon, tanto en Arabidopsis como en tomate. Los mutantes arf8
muestran frutos partenocarpicos. (Goetz et al. 2007; Goetz et al. 2006).

La proteina SIIAA9 evita el crecimiento del fruto en ausencia de fertilizacion al
dimerizar con ARF8 y evitar la trascripcidon de los AuxRes. Las lineas antisentido
de SIIAA9 presentan partenocarpia (Wang et al. 2005).

La expresién del gen de biosintesis de auxinas laaM de P. syringae bajo el
promotor especifico de oévulo DefH9 provoca la formaciéon de frutos
partenocarpicos en tomate, tabaco y berenjena (Pandolfini et al. 2002).

El silenciamiento de Aucsia incrementa los niveles de auxinas en preantesis y
produce frutos partenocdarpicos en tomate (Molesini et al. 2009).
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e El silenciamiento del transportador de auxinas PIN4 provoca el desarrollo de
frutos partenocarpicos en tomate (Mounet et al. 2012).

5.3. Brasinosteroides y fructificacion

Las siguientes observaciones y resultados sugieren un papel de los BR en la
fructificacion:

e Analisis de expresidon de Dwarf en tomate muestran una fuerte expresién en los
carpelos en estadios previos a la antesis (Montoya et al. 2005).

e las flores y los frutos de los mutantes dwarf son mas pequefios (Bishop et al.
1999).

e Elincremento del tamafio del fruto producido por la aplicacidon exdgena de BR o
por la sobre-expresidn de genes de sintesis en tomate y pepino, sugiere que los
BR pueden estar implicados en el desarrollo del fruto (Montoya et al. 2005; Fu
et al. 2008).

e Laaplicacién de BR promueve la maduracion en discos de pericarpo de tomate a
través de la produccion de etileno (Vardhini & Rao 2002).

e Los BR intervienen en la fase de expansion celular en el desarrollo de los frutos
de tomate, al observase expresion de Dwarf en el tejido locular y en el tejido
vascular del pericarpo de frutos de mas de 3,2 cm (Montoya et al. 2005).

6. El cultivar Micro-Tom

El cultivar Micro-Tom de tomate se desarrollé con finalidad ornamental, a partir del
cruce entre los cultivares Florida Basket y Ohio 4013-3 (Fig. 17). Este cultivar se ha
constituido en un sistema adecuado para la investigacién de la regulacion hormonal y el
desarrollo del fruto (Serrani, Sanjuan, et al. 2007; Serrani, Fos, et al. 2007).

Micro-Tom presenta un fenotipo enano, crecimiento determinado y un ciclo de vida
corto. Las hojas son de un color verde oscuro, imparapinnadas, con los foliolos rugosos y
bordes aserrados. Las inflorescencias son racemosas y presentan flores amarillas
perfectas. La polinizacién es autdgama y los frutos maduros son pequefios, redondos y de
color rojo. No presenta capacidad partenocarpica, pero si responde a la aplicacién en los
ovarios de auxinas y GAs produciendo frutos partenocarpicos (Serrani, Fos, et al. 2007).

El fenotipo enano de este cultivar se debe a varias mutaciones puntuales en los
genes Dwarf (D) (que codifica una 6-deoxocatasterona deshidrogenasa, de la ruta de
biosintesis de brasinosteroides, que conduce a un missplicing); Self-pruning (SP) (controla
el fenotipo determinado/indeterminado), e Internode Length Reduction (/Ir) (de funcidén
todavia desconocida a nivel molecular) (Marti et al. 2006).
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Fig. 17: Planta de MT en floracién tras cinco semanas de la siembra.
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1. Material vegetal

En este trabajo se ha utilizado el cultivar de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Micro-Tom (MT) y los diversos mutantes del mismo que se describen a continuacion:

MT. Cultivar de tomate que presenta: a) crecimiento determinado debido a la
mutacion sp (self-pruning). b) Baja estatura por deficiencia de brasinosteroides
debido a la mutacién d (dwarf). c) Entrenudos mas cortos por la mutacion ilr
(internode length reduction) (Marti et al. 2006).

35S5::CcGA200x1. Llinea transgénica generada por Noemi Hurtado (Garcia-
Hurtado et al, 2012) que sobre-expresa el gen que codifica la enzima de sintesis
de GAs CsGA200x1 en MT.

procera. Presenta una mutacion puntual en el gen DELLA, que produce una
respuesta constitutiva a GAs (Bassel et al. 2008). La mutacion se ha introgresado
en el cultivar MT a partir del cultivar Condine Red (Carvalho et al. 2011).

Dwarf. Posee el gen Dwarf silvestre, por lo que es capaz de oxidar el carbono 6
de 6-deoxocastasterona para dar catasterona, precursor de brasinolido,
considerado el brasinosteroide natural mas bioactivo. (Bishop et al. 1999; Choe
2006).

dgt (Diageatropica). Mutante que presenta una respuesta a auxinas reducida ya
que el gen DGT codifica una ciclofilina (LeCYP1) con afinidad peptidil-propil cis-
trans isomerasa (Oh et al. 2006). La mutacidn original de la accesion LA1529 se
introgreso en MT (Carvalho et al. 2011).

entire. La deleccidn de una base en la regidn codificante del gen SIIAA9 provoca
una mayor respuesta a auxinas y el fenotipo entire en tomate (Zhang et al. 2007).
La mutacién se introgresé en MT y la linea fue cedida por Lazaro EP Peres.

pSIGA200x1::GUS. Linea transgénica generada en este trabajo, que contiene
1391 pb del promotor del gen SIGA200x1 fusionado al gen B-glucuronidasa
(GUS).

DR5::GUS. Linea transgénica generada en el laboratorio, que lleva el transgén
formado por el promotor del gen DR5 de respuesta a auxinas (que contiene
repeticiones de elementos de respuesta a auxinas AuxRE repetidas) (Ulmasov
et al. 1997), fusionado al gen GUS.

F1 Dwarf x 355::CcGA200x1. Linea heterocigota generada en este trabajo.

Tras generar la linea pSIGA200x1::GUS, se cruzé con las lineas 355::CcGA200x1,

procera, Dwarf, dgt y entire con objeto de obtener lineas dobles homocigotas para los dos

caracteres de interés. Asi se obtuvieron las lineas siguientes, también utilizadas en el

presente trabajo:
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e 35S5::CcGA200x1/pSIGA200x1::GUS

e procera/pSIGA200x1::GUS
e Dwarf/pSIGA200x1::GUS

e dgt/pSIGA200x1::GUS

e entire/pSIGA200x1::GUS

La linea DR5::GUS se cruzé con las lineas Dwarf y entire, obteniendo las lineas
dobles homocigotas siguientes:

e Dwarf/DR5:GUS

e entire/DR5:GUS

2. Caracterizacion fenotipica de las lineas transgénicas y
mutantes

Para la caracterizacién de las plantas de tomate se evaluaron diversos caracteres del
desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas. Los caracteres evaluados se detallan
enlaTabla 1y en la Fig. 18, donde se representa un esquema de dichas caracteristicas. Los
fenotipos indicados en la Tabla 1 se cuantificaron en todas las lineas mutantes usadas en
este trabajo, utilizando 12 plantas por linea en el momento de la floracién, es decir, en el

mismo estado de desarrollo.

Tabla 1: Caracteristicas fenotipicas vegetativas y reproductivas medidas

Caracteristica

Descripcion

Altura de la planta (cm)
Largo de la hoja (cm)

Ancho de la hoja (cm)

N¢ de foliolos (n)

N2 de hojas (n)

Diametro entrenudo (mm)
N2 de flores

Area de los sépalos (mm2)
Area de los pétalos (mm2)
Longitud cono estaminal (mm)
Longitud del pistilo (mm)

% Partenocarpia

Desarrollo de brotes axilares
Longitud rama lateral
Rugosidad limbo
Composicion de la hoja
Borde del limbo

Distancia entre los cotiledones y la hoja terminal.

Longitud maxima de la 52 hoja.

Anchura maxima de la 52 hoja.

Presentes en la 52 hoja.

Hojas existentes hasta la primera inflorescencia.

Grosor del 52 entrenudo de la planta.

Pertenecientes a la primera inflorescencia.

Superficie de los sépalos de las flores de la primera inflorescencia.
Superficie de los pétalos de las flores de la primera inflorescencia.
Distancia entre la base de los estambres hasta la parte distal.
Distancia desde la base del ovario hasta el estigma.

Porcentaje de frutos sin semillas respecto del total de frutos contabilizados.
Aparicion de la yema axilar con una longitud minima 0,5 cm.
Distancia entre la axila y la hoja terminal de la rama.

Dato cualitativo sobre los repliegues de la superficie de la hoja
Hoja simple o compuesta

Forma del margen foliar
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Fig. 18: Caracteristicas fenotipicas medidas.

A) Esquema de una planta de tomate. Se toman los siguientes datos: altura de la planta (distancia ente
cotiledones y hoja terminal); n2 de hojas (incluida la hoja terminal); diametro del 52 entrenudo; n2 de flores
de la inflorescencia terminal; desarrollo de brotes axilares (n2 y longitud).

B) Representacion de la 52 hoja de la planta donde se mide: n2 de foliolos; longitud (LH); anchura (AH).

C) Representacion de las distintas partes de la flor e indicacién de las medidas tomadas: area de los sépalos
(AS); 4rea de los pétalos (AP); longitud del cono estaminal (LC); longitud del pistilo (LP).

D) Esquema de un fruto con semillas (a) y partenocarpico (b). Se mide el % de partenocarpia.

3. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizé utilizando el editor de datos IBM
SPSS Statistics v21.0. El analisis entre dos muestras se realizé mediante t-Student y entre
tres o mas mediante el analisis de varianza (ANOVA) de un factor. En ambos casos se
considerd una p<0,05. Para el andlisis de homogeneidad de varianzas se empled el
estadistico de Levene y las pruebas de rango post-hoc utilizadas fueron la Prueba de
Tukey, cuando las varianzas fueron iguales, y de Bonferroni con varianzas distintas.
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4. Cultivo de las plantas

4.1. Cultivo en invernadero

Las semillas se sembraron en macetas de 12 cm de didmetro con una mezcla de
turba:perlita:vermiculita (2:1:1), previamente humedecida, en condiciones de dia largo (16
h de luz) y 24°C durante el dia y 20°C durante la noche. La falta de luz natural se suplié con
[dmparas Osram (Powerstar HQI-BT, 400 W). Una vez germinadas las semillas se regaron 2
veces al dia con solucién Hoagland, utilizando un sistema de riego automatico.

4.2. Cultivo en bote

La esterilizacion de las semillas se realizéd con una solucién de lejia al 30% durante
30 min con agitacion alterna. Posteriormente se lavaron tres veces con agua estéril
durante 5, 10 y 15 min. Las semillas esterilizadas se sembraron en botes que contenian
medio de germinacién solidificado. Los botes se envolvieron en papel aluminio y se
incubaron en la cdmara de cultivo in vitro a 25°C durante 48-72 h. Pasado este tiempo se
quitd el papel aluminio y los botes se mantuvieron en condiciones de dia largo hasta el
momento de analizar las plantas.

El cultivo de semillas en bote se realizd en el ensayo de transformacién genética de
MT con objeto de obtener plantulas con las 2 primeras hojas verdaderas, las cuales se
infectaron con Agrobacterium. Se utilizdé para la seleccion de plantulas transformadas y
determinacion de las lineas puras.

4.3. Cultivo en placa

El cultivo de semillas en placa se utilizé para germinar semillas y obtener plantulas.
Para ello se colocaron 5 capas de papel de filtro estéril por placa y se humedecieron con
agua estéril. Sobre el papel se distribuyeron las semillas previamente esterilizadas y se
cerraron las placas para evitar la contaminacidn de las mismas. Las placas se incubaron 48-
72 h en oscuridad a 25°C para facilitar la germinacién. Pasado este tiempo se cultivaron en
condiciones de dia largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad) a 25°C en camara de cultivo in
vitro hasta alcanzar el estado de desarrollo deseado.

5. Tratamientos hormonales

Los tratamientos se llevaron a cabo sobre ovarios resultantes de la emasculacién de
las flores dos dias antes de la antesis. La aplicacion hormonal se realizo el dia equivalente
al de antesis. La aplicacién de 2,4-D (Duchefa, Haarlen, The Netherlands) y de GA; (Sigma)
se hizo en 10 pL de solucién con 5% de etanol y 0,1% Tween (mojante).

6. Fertilizacion cruzada

Los cruces entre los distintos genotipos utilizados del cultivar MT se realizaron
mediante polinizacion manual. Para ello se emascularon las flores receptoras 2 dias antes
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de la antesis, con el fin de evitar la autopolinizacidn de la flor. El dia correspondiente a la
antesis se depositd el polen de las plantas donantes sobre el pistilo de las plantas
receptoras. Los frutos se recogieron en estado maduro.

7. Soluciones y medios de cultivo

7.1. Cultivo in vitro de plantas

En la preparacién de los medios de cultivos se empled la solucién mineral de
Murashige y Skoog (MS) de Duchefa Biochimie B.V (Haarlem, Holanda). A continuacidn, en
la Tabla 2, se detallan los componentes y concentraciones de los medios utilizados.

Tabla 2: Medios de cultivo utilizados en el cultivo in vitro de plantas indicando su composicion.

Solucién Composicion

Solucidn vitaminica (SH) Riboflavina (0,25 mg/L), 4cido nicotinico (2,5 mg/L), tiamina-HCI (10
mg/L), piridoxina-HCI (1 mg/L), acido fdlico (0,5 mg/L), biotina (0,05
mg/L), D-pantotenato calcico (0,5 mg/L), colina-HCl (0,1 mg/L),
glicina (0,5 mg/L), L-cisteina (1 mg/L), acido malico (10 mg/L); acido
ascoérbico (0,5 mg/L)

Medio de germinaciéon (MG) MS (4,3 g/L), sacarosa (10 g/L), agar (8 g/L)

Medio de precultivo (IK 4,0/4,0) MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L), solucion
vitaminica SH 100X (10 mL/L), IAA (0,004 g/L), kinetina (0,004 g/L),
agar (8 g/L)

Medio de cocultivo (IK 4,0/4,0) MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L), solucion

vitaminica SH 100X (10 mL/L), IAA (0,004 g/L), kinetina (0,004 g/L),
acetosiringona (200 uM), agar (8 g/L)

Medio de lavado (ML) MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L)

Medio de induccién de organogénesis MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L), vitaminas SH
(1KZ 4,0/4,0/1,0) 100X (10 mL/L), IAA (0,004 g/L), kinetina (0,004 g/L), zeatina (0,001
g/L), cefotaxima (300 mg/L), kanamicina (100 mg/L), agar (8 g/L)

Medio de enraizamiento (ME) MS (4,3 g/L), sacarosa (20 g/L), myo-inositol (0,1 g/L), IAA (0,0001
g/L), kanamicina (100 mg/L), agar (8 g/L)

7.2. Medios de cultivo bacteriolégicos

Los medios de cultivo empleados para el cultivo bacteriano se especifican en la
Tabla 3, asi como su composicidn.

Tabla 3: Medios de cultivo bacteriano utilizados, indicando su composicién.

Medio de cultivo Composicion

Medio LB (Luria-Bertani) Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5 g/L; NaCl 5 g/L

Triptona 20 g/L; Extracto de levadura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; 2,5 mM

Medio SOC KCl; 10 mM MgCl,; 20 mM Glucosa

Triptona 12 g/L; Extracto de levadura 24 g/L; Glicerol 4 mL/L; 2,31 g

Medio TB (Terrific Broth) KH,PO,; 12,54 g of K,HPO,
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7.3. Antibidticos

Los medios de cultivo se suplementaron con el antibiético necesario para la
seleccion de bacterias transformadas. Los antibidticos y las concentraciones usadas se
especifican en la Tabla 4:

Tabla 4: Antibidticos y concentraciones de uso para la seleccidn de bacterias transformadas.

Antibiético Concentracion (pg/mL) Bacteria
Ampicilina 100 E. coli
Kanamicina 50 E. coli
Espectinomicina 50 E. coliy A. tumefaciens
Tetraciclina 10 E. coli
Rifampicina 100 A. tumefaciens

8. Métodos de biologia molecular

8.1. Extraccion de RNA

El material vegetal del que se realizaron las extracciones fue congelado en nitrégeno
liguido inmediatamente tras su recoleccion. Una vez congelado, el material se triturd con
ayuda de un mortero estéril. La posterior extraccidn se realizd partiendo de 100 mg de
material triturado, siguiendo el protocolo de extraccidon “Plants and Fungi” incorporado en
el RNeasy Mini Handbook del kit RNaesy Plant Mini Kit de QIAGEN. El RNA resultante de la
extraccion se traté con el kit TURBO DNA-free™ de Ambion siguiendo el protocolo adjunto
al kit. Posteriormente se realizé la cuantificacion de RNA extraido se realizé mediante el
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Wilmington, Delaware USA) y se comprobd la
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.

8.2. Transcripcion reversa

Tras la obtenciéon de RNA se sintetizd ¢cDNA mediante la transcripcidn inversa del
RNA. Para ello se utilizé el kit RETROscript® de Ambion. Se aplicé el protocolo de dos pasos
con desnaturalizacién con calor del RNA descrito en el manual del kit. En todos los casos se
partié de 2 ug de RNA para el primer paso del protocolo y de 5 plL de la RT resultante para
la reaccion de PCR del segundo paso. A continuacidn se cuantificaron las muestras con el
espectrémetro ND-1000 y se comprobd la integridad del material mediante electroforesis
de gel de agarosa al 1%.

8.3. PCR (Reaccion en cadena de la polimera)

La amplificacién de fragmentos de DNA fue realizada mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa. La muestra de DNA se desnaturaliza y se incuba en presencia de
la enzima polimeras y de dos oligos especificos. El resultado es la sintesis de nuevas
moléculas de DNA cuya longitud esta determinada por la distancia en pares de bases entre
los dos oligos empleados. Con cada nuevo ciclo de reacciéon se dobla el numero de
moléculas, provocando un aumento exponencial del nimero de moléculas.
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Para amplificar fragmentos por PCR se utilizaron diversas DNA polimerasas
comerciales, entre ellas la polimerasa PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase de Agilent
Technologies se empled para las amplificaciones de fragmentos de mayor longitud y la
polimerasa GoTaq® DNA Polymerase para las amplificaciones de comprobacién vy
rutinarias. Las condiciones de las reacciones se ajustaron a los protocolos propuestos por
las casas comerciales.

8.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los geles de agarosa utilizados presentaron una concentracion entre 0,8 y el 2% de
agarosa disuelta en tampdn TAE (40mM Tris-acetato; 1mM EDTA) el cual se utilizé como
tampon de electroforesis. Previamente a la solidificaciéon de la agarosa se afiadié bromuro
de etidio a una concentracién final de 0,5 pg/mL para su visualizacién con el
transiluminador (Macrovue transilluminator modelo 2011, LKB Produkter; Bromma
Suecia).

8.5. Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Una vez realizada la electroforesis, los fragmentos de interés fueron recortados del
gel con ayuda de un bisturi estéril y colocado en un tubo Eppendorf previamente pesado.
El protocolo que se siguid para la purificacion fue el proporcionado por QIAGEN para el kit
“QlAquick Gel Extraction Kit”. Para la cuantificacion del DNA resultante se utilizd el
espectrémetro ND-1000.

8.6. Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones se realizaron en tubos de 1,5 mL y con las condiciones
recomendadas por la casa comercial de la enzima utilizada. Las unidades enzimaticas, el
tampon y la temperatura fueron las aconsejadas en las especificaciones de las enzimas. El
tiempo de reaccidn utilizado fue de 2 horas. El resultado de la digestion se comprobd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

8.7. Transformacién de cepas bacterianas

8.7.1. Transformacion de Escherichia coli

La transformacidon bacteriana se realizd con MAX Efficiency® DH5a™ Competent
Cells y One Shot® TOP10 Electrocomp™ E. coli, ambos de Invitrogen, y se siguid el
procedimiento recomendado por el fabricante.

Para la electroporacidn se utilizaron cubetas estériles de 0,1 cm de separacion entre
electrodos (BioRad) y se sometieron a un pulso eléctrico con Gene Pulser® (BioRad).

En ambos casos las bacterias se incubaron a 37°C en agitacion durante una hora.
Pasado el tiempo se sembraron en placas Petri con medio LB sdlido suplementado con el
antibiotico selectivo de las bacterias transformadas y se incubaron entre 16-20 horas a
37°C.
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8.7.2. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

La transformacidon se realizd por electroporacién. Para ello se descongelaron
alicuotas de 40 plL de células competentes por cada transformacidn a los que se afiadié 1
pL de solucidn con el plasmido para transformar. Las condiciones del electroporador Gene
Pulser® (BioRad) fueron 400 Q, 25 uF y 1,8 kV para las cubetas de 0,1 cm de separacién
entre electrodos (BioRad). Seguidamente se afiadiéo 1 mL de medio SOC para resuspender
las células y se transfirieron a un tubo limpio para su incubaciéon durante 3h a 282C y 200
rpm. Transcurrido ese tiempo se centrifugd ligeramente y se resuspendieron las células en
100 pL de medio SOC que se distribuyd en dos placas de LB sdlido con el antibidtico
adecuado y se incubaron a 282C durante 2 dias.

8.8. Extraccion de DNA plasmidico

Para una rapida extraccién de DNA plasmidico se empled Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System de Promega. Se partié de 3 mL de un cultivo crecido 16 horas en
medio liquido suplementado con antibidtico selectivo a 37°C en agitacién (200 rpm). El
protocolo que se siguid fue el indicado por el fabricante para la centrifugacion.

9. Preparacion de la construccion pSIGA200x1::GUS

La construccidn cedida por el Dr. Peter Hedden se encontraba (1448 pb) en el vector
pART27 Para su posterior uso en la transformacion de tomate, se subcloné en el vector
PGREEN 0029. Para ello se extrajo el fragmento de interés del vector pART27 con la
enzima de restriccién Notl. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa
para comprobar la presencia del fragmento y purificar la banda correspondiente.
Paralelamente se realizd la digestién del vector pGREEN 0029 para linealizarlo con la
misma enzima de restriccién Notl. Con objeto de que el vector linearizado no volviera a su
estado circular, se realizé un tratamiento con fosfatasa alcalina (Roche®). La ligacién del
vector abierto y el inserto se realizé usando Rapid DNA ligation Kit (Roche®), siguiendo las
instrucciones del comerciante y un ratio molar de 1:3 (vector:inserto).

Tras la ligacién del inserto en el vector pGREEN 0029 se procedio a la
transformacién de E. coli como se indica en el apartado 7.7.1. Posteriormente las bacterias
se incubaron en placas Petri con medio LB en presencia de Kanamicina. Posteriormente se
extrajo DNA plasmidico de los clones seleccionados y se comprobd por digestion con Notl
la presencia del inserto. Se selecciond el clon cuya extraccion fue mds limpia y se prosiguio
con la transformacién de Agrobacterium tumefaciens como se indica en el apartado 7.7.2.

10. Transformacion genética de tomate

La generacion de plantas de tomate transgénicas se realizé mediante el método de
transformacion genética estable descrito por Ellul et al. 2003 con alguna modificacion.
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10.1. Obtencidon de explantes de hoja

Las primeras hojas de las plantulas de 18 dias cultivadas en medio MG y crecidas en
condiciones estériles de cultivo in vitro, se cortaron eliminando los extremos basal y apical
con el propdsito de aumentar la superficie de infeccién. Seguidamente la parte central de
la hoja se coloco en placas Petri con el envés en contacto con el medio de precultivo IK
4,0/4,0. Se colocaron entre 10 y 15 explantes por placa, las cuales se sellaron con parafiny
se incubaron en oscuridad 48 horas a 26°C.

10.2. Preparacién del cultivo de Agrobacterium tumefaciens para la
transformacion

La cepa de A. tumefaciens LBA4404 transformada con la construccion de interés se
cultivd en placa Petri con medio LB suplementado con espectinomicina y rifampicina,
garantizando la supervivencia de las bacterias transformadas. Después de la incubacion,
una colonia se utilizé como inéculo de un cultivo de LB liquido con espectinomicina y
rifampicina, que se incubd en oscuridad a 28°C en oscuridad y agitacidn constante.
Pasadas 72 horas se inoculé un medio de cultivo de 50 mL que se mantuvo en las mismas
condiciones. Este cultivo se incubd hasta que se alcanzé una ODgy de 0,2-0,3,
correspondiente a una concentracidn de indculo de 10-2— 103 UFC/mL. Una vez alcanzado
esta concentracién bacteriana se prosiguid con la infeccidn de los explantes.

10.3. Cocultivo e induccion de caulogénesis

Transcurridas 48 horas de incubacidn, los explantes se sumergieron durante 8 min
en un cultivo de A. tumefaciens transformado con la construccion pSIGA200x1::GUS y a la
ODggo indicada en el apartado anterior. A continuacion los explantes se colocaron en
placas Petri con medio de cocultivo, IK 4,0/4,0 con el envés en contacto con el medio. Las
placas se sellaron y se incubaron en oscuridad en la cdmara de cultivo durante dos dias,
tras lo cuales los explantes se sumergieron en medio de lavado suplementado con
cefotaxima durante 8 min para eliminar el exceso de A.tumefaciens. Posteriormente, los
explantes se colocaron en placas Petri con medio organogénico sin presion selectiva 1K
4,0/4,0 al que se le afiadié cefotaxima 400 mg/|, para detener el crecimiento bacteriano, y
se incubaron camara de cultivo. Transcurridas 48 horas los explantes se cambiaron a
placas Petri con medio selectivo de induccion organogénica IKZ 4,0/4,0/1,0 y se cultivaron
en condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) a 26°C. Se realizaron
pases a medio fresco cada 3 semanas, eliminando el tejido necrosado y siempre
manteniendo el envés en contacto con el medio.

10.4. Enraizamiento de los apices producidos y aclimatacion

Los callos generados en estas condiciones dan lugar a apices, los cuales se separan
del callo organogénico y se colocan en botes con medio de enraizamiento con el fin de
permitir el desarrollo del sistema radicular y aéreo de la planta. Los apices se incubaron en
condiciones de dia largo hasta la aparicidn del sistema radicular y crecimiento del brote.
Las plantas generadas se mantuvieron via propagacion clonal.
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Posteriormente, las plantas regeneradas in vitro se aclimataron a las condiciones de
cultivo en invernadero indicadas en el apartado 3.1. Para ello se sacaron de los botes de
cultivo y se eliminé el agar de las raices mediante inmersidn en agua. Una vez limpias las
raices, las plantas se trasplantaron a las macetas y se taparon con vasos translicidos de
plasticos, que permiten mantener una alta humedad a la vez que el paso de la luz. Al cabo
de una semana se fue retirando paulatinamente el vaso hasta su completa eliminacién.

10.5. Evaluacion del nivel de ploidia

El nivel de ploidia se realizd por citometria de flujo mediante la cuantificacion del
contenido de DNA nuclear de las células de acuerdo al protocolo de (Smulders et al. 1994).
Para ello se utilizaron hojas jovenes de transformantes primarios que se trocearon en una
placa Petri, con ayuda de un bisturi, y se afiadid 200 puL de tampdn de extraccion de
nucleos (Partec). Posteriormente, la muestra se filtré con una malla de nylon de 50 um vy
se afiadié 800 pL de la solucion colorante que contenia 1 mg/L de fluorocromo DAPI (4,6-
diamino-2-phenyl-indole) (DAPI staining solution, Partec), que se une a las regiones de alta
repeticion A=T del DNA. El contenido de DNA de las células se cuantific6 mediante
citometria de flujo (Partec PAS-II Ploidy Analyser).

10.6. Seleccion de transformantes por kanamicina

La construccién pSIGA200x1::GUS incorpora el gen de resistencia al antibidtico
kanamicina nptll de Escherichia coli. Por ello, la seleccién de transformantes se realizd
sembrando 50 semillas estériles en botes con medio MG y tras 7-10 dias se corté la raiz de
las plantulas y se pasaron a nuevos botes con MG suplementado con kanamicina a una
concentracion de 100 mg/L. Transcurridos 7-15 dias, se analizo la proporcidon de plantas
resistentes (regeneraron la raiz) y las sensibles (no regeneraron la raiz) mediante test x>
para conocer el numero de copias del transgén en las plantas transgénicas obtenidas. Se
consider¢ significativo con una p<0,10.

11. Hibridacion in situ

11.1. Obtencion de las sondas

Se disefaron dos sondas a partir de dos fragmentos de cDNA del gen SIGA200x1 de
309 pb y 322 pb, tal como se describe en Resultados II: Andlisis de la expresion de
SIGA200x1 mediante hibridacidn in situ. El fragmento de 309 pb fue clonado en el vector
pGEM®-T Easy (Promega). La linearizacion del plasmido se realizd con la enzima de
restriccion Sall (Roche®), con la consiguiente transcripcién utilizando la polimerasa T7 para
la obtencién de la sonda sentido. La sonda antisentido se transcribid con la polimerasa SP6
y el plasmido se linearizé con la enzima de restriccion Ncol (Roche®). El fragmento de 309
pb se amplific6 mediante la técnica de PCR afiadiendo a los oligos especificos del
fragmento deseado, la secuencia minima del promotor T7.
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11.2. Transcripcioén in vitro de la sonda

La transcripcion del plasmido linearizado y del fragmento de cDNA amplificado se
realizé con el kit comercial Digoxigenin Detection Kit de Roche®. De este modo se obtuvo
la sonda de RNA marcadas con digoxigenina, pudiendo ser reconocida y, por tanto
localizada gracias al uso de un anticuerpo que se une a la propia digoxigenina.

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se prepard una reaccion de 20 uL que
contenia, 2 pL de tampdn de transcripcidon 10X, 2 puL de DIG RNA Labeling Mix, 2 uL de
inhibidor de RNasas y 2 pyL de RNA polimerasa. En el caso de la sonda proveniente de
cDNA amplificado se afadieron 200-400 ng de molde para la reaccidn. La transcripcion de
la sonda a partir del plasmido linearizado se realizé afiadiendo entre 1y 2 ug de molde.

La reaccion se incubd durante 2 h a 37°C, tras la cual se realizé una electroforesis de
gel de agarosa con 1 pL de la reaccidon para comprobar la eficiencia y calidad de la
transcripcidn. Seguidamente se precipito la trascripcidon durante al menos 2 horas a -20°C
tras la adiccién de 20 plL de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y de etanol absoluto. La sonda se
centrifugé durante 30 min a 14 rpm a 4°C y se elimind el sobrenadante y el precipitado se
lavé con 200 plL de etanol 70%, centrifugdndolo otros 15 min a 14000 rpm a 4°C. Después
de eliminar el sobrenadante se dejo secar completamente el etanol y la sonda se
resuspendio en 40 uL de H,0.

11.3. Fijacién del material

Las muestras se sumergieron en la solucion fijadora compuesta por p-formaldehido
al 4% en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,2. A continuacion se realizaron tres pulsos de vacio
de 5 min cada uno, para aumentar la penetracién del fijador en el tejido. Las muestras se
dejaron en la solucién fijadora 16 horas a 4°C.

11.4. Deshidratacion del material

Transcurridas las 16 horas se realizaron dos lavados de las muestras en tampdn
fosfato 0,1 M, pH 7,2 y se prosiguié a la deshidratacion del tejido con concentraciones
crecientes de etanol del 10 al 100% con cambios cada 20 min. Posteriormente, las
muestras se pasaron por una serie de soluciones de concentracion creciente de xileno
hasta alcanzar el 100% de xileno.

11.5. Inclusion del material en parafina

El material vegetal sumergido en xileno se incubd 30 min a 37°C y se afadieron
perlas de parafina, de modo que ésta sustituya el xileno en los tejidos. A medida que se
afiadié parafina, se subid la temperatura de incubacidon hasta los 60°C en dos dias de
incubacién. Alcanzada la temperatura final se realizaron tres cambios de parafina durante
tres dias. Al final del tercer dia se dejaron enfriar las muestras, solidificandose la parafina.
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11.6. Corte histoldgico de las muestras

Los cortes de las muestras se realizaron en secciones de 8 um de espesor utilizando
un micrétomo (Leica). Las secciones se colocaron sobre portaobjetos tratados con poly-
lisina y se dejaron 16 horas a 40°C para la adhesidn del tejido al portaobjetos.

11.7. Desparafinado de los portaobjetos

Las fases sucesivas tienen como objeto la eliminacion de la parafina de las secciones
histolégicas, su rehidratacion, la eliminacion de las proteinas para aumentar su
permeabilidad y la sucesiva nueva deshidratacién. Para ello las secciones se
desparafinaron con dos lavados de 10 min en xileno 100%, seguidos de dos lavados de 10
min en etanol 100%. La hidratacién del tejido se realizdé con una serie de lavados de 5 min
cada uno en concentraciones decrecientes de etanol (70, 50 y 30%). La eliminacién del
etanol de la muestra se realizé con un lavado de 5 min en la solucién salina 2X SSC. La
permeabilizacién del tejido, para incrementar la accesibilidad de la sonda, se efectud con
un lavado de 10 min a 37°C con Proteinasa K (10 pug/mL) en 2X SSC. La proteinasa se
bloqued sumergiendo los portaobjetos en una solucidn con Glicina 2% en 2X SSC durante 5
min. A continuacion se refijé el tejido con 1,6% Formaldehido en 2X SSC durante 5 min.
Tras un nuevo lavado en 2X SSC, se trataron las muestras con acido acético al 20% con
objeto de reducir las uniones inespecificas de la sonda. Posteriormente se realizd un
lavado de 5 min en 2X SSC y se deshidrataron las muestras con concentraciones crecientes
de etanol.

11.8. Hibridacion de la sonda

Se procedid a preparar la solucidn de hibridacién (SHi) indicada en la Tabla 5
afiadiendo las siguientes soluciones a la concentracién final indicada.

Finalizada la mezcla se incubd durante 10 min a 65°C y a continuacién se distribuyo
80 pL de solucién sobre cada portaobjetos. Las secciones se cubrieron con un
cubreobjetos y se colocaron en una caja humeda que se mantuvo toda la noche a 48°C.

11.9. Lavados posthibridaciéon y deteccién inmunoldgica de la seiial

Pasado el tiempo de hibridacién, los portaobjetos se sumergieron en 2X SSC a 48°C
para permitir la caida de los cubreobjetos. Posteriormente se realizaron dos lavados en 2X
SSC de 30 min a 48°C. Las muestras se sumergieron en 1X TE 500mM NaCl durante 30 min
y después se eliminaron los posibles RNA monocatenarios con un tratamiento con Rnasa A
durante 30 min a 37°C. A continuacidn se efectud un lavado de 30 min con 1X TE, 500 mM
NaCl, seguidos de 2 lavados con 1X SSC y otros dos con 0,5X SSC, todos ellos de 30 min.
Posteriormente se realizd un cambio de tampdn con un lavado de 5 min en el tampén 1
(100 mM Tris-HCI, pH 7,5 150 mM NacCl), al cual le siguié 1 hora en tampdn 2 (tampdn 1 +
0,5% Blocking Reagent (Roche®)). Tras el bloqueo de las muestras se lavaron una hora en
tampdn 3 (tampdn 1 + 0,3% Triton X-100 + 1% BSA). La hibridacion del anticuerpo se
realizé durante una hora en tampén 4 (tampdn 3 + Anti-Digoxigenin AP (Roche®) 1:3000) y
se continud con cuatro lavados de 5 min en tampdn 3. Se realizé un lavado de transicion
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de 5 min en tampén 1 seguido de otro de 5 min en tampdn 5 (100 mM Tris-HCI, pH 9,5 +
150 mM NaCl + 50 mM MgCl,) para el equilibrio de las muestras. Después se sumergieron
los portaobjetos durante 24-36 horas en oscuridad en tampén 6 (tampdn 5 + 2 uL /mL de
NBT (75 mg/mL) + 1,5 uL /mL de BCIP (50 mg/mL).

La reaccion se detuvo sumergiendo las secciones en agua durante 5 min y se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol. Posteriormente se dejaron secar
los portas en la campana de flujo y se montaron con Merckglass (Merck®) para su
posterior visualizacién en el microscopio dptico.

Tabla 5: Componentes y concentracion del tampon de hibridacion de la sondas

Componente Concentracion final Volumen en 1mL de SL
Formamida 50% 500 pL
tRNA (20 mg/mlL) 0,5 mg/mL 25 uL
Poly-A (10 mg/mL) 0,1 mg/mL 10 pL

50X TE 1X 40 pL
DTT1M 0,1M 100 pL
Dextran sulfato 50% 20% 200 pL
Denhardt’s 2% 20 uL
NaCl5 M 0,3M 60 pL
Sonda Variable segun la concentracién XpL

H,O Hasta 1 mL

12. Analisis de actividad GUS

El material se recogidé en fresco y se fijaron en 90% de acetona durante 20 min a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se hizo un lavado con agua destilada de 1 min
y otro lavado de 5 min la solucién de lavado (Tabla 6). A continuacién se sumergié en la
solucidn de tincidon (Tabla 6) y se sometié a vacio durante 10 min. Las muestras sumergidas
en la solucién se incubaron 16 horas a 37°C en oscuridad. Posteriormente se
deshidrataron las muestras con concentraciones crecientes de etanol (20, 35 y 50%). Cada
lavado se realizd durante 30 min a temperatura ambiente. Para la fijacion de los tejidos se
empled FAE (50% etanol absoluto; 10% acido acético glacial; 5% formaldehido) aplicando
nuevamente dos pulsos de vacio de 5 min, y dejandolos 16 horas a 4°C. Las muestras se
almacenaron en etanol al 70% a 4°C hasta su procesado.

12.1. Actividad GUS en cortes histoldgicos

Las muestras tratadas como se indica anteriormente, se deshidrataron con lavados
con concentraciones crecientes de etanol de 30 min cada uno (70, 80, 90, 96 y 100%). Las
muestras se mantuvieron 16 horas en etanol 100% y después se sumergieron en
soluciones de distinta proporcidn de etanol e Histoclear. Los lavados fueron de una hora
cada uno y las proporciones de las soluciones 1:2, 1:1, 2:1 de etanol:Histoclear. Finalmente
se hicieron dos lavados con Histoclear puro y se mantuvieron las muestras 16 horas.
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La siguiente inclusién en parafina de las muestras se realizd en distintos pasos de al
menos 3 horas de duracién cada uno. Las soluciones fueron Histoclear:parafina 1:2, 1:1,
2:1 y parafina 100%, se mantuvieron a una temperatura de 58-60°C para asegurarse la
correcta disolucién de la parafina. Después se realizé un cambio de parafina 100% y se
dejaron las muestras a 58-60°C en la estufa durante 16 horas. Los dos dias siguientes se
realizaron al menos 3 lavados al dia de al menos 3 horas de parafina 100%. Finalmente se
dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente solidificandose la parafina.

Los cortes histologicos que se realizaron de estas muestras se hicieron en un
micrétomo Microm HM330 con un espesor de 20 pum.

Tabla 6: Componentes de las soluciones de lavado y tincidn para la deteccion de la actividad GUS.

Solucion de lavado Solucion de tincién
50 mM Tampon fosfato sédico pH 7,0 50 mM Tampon fosfato sédico pH 7,0
5 mM Ferricianuro de potasio 5 mM Ferricianuro de potasio
5 mM Ferrocianuro de potasio 5 mM Ferrocianuro de potasio
0,2% Triton —X-100 0,2% Triton —X-100
H,0 2 mM X-Glc
H,0
12.2. Actividad GUS en plantulas

Las muestras tratadas como se indica en el apartado 11 se deshidrataron con
concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 90, 96 y 100%). Posteriormente se
visualizaron en la lupa binocular Leica MZ16F.

13. Inmunolocalizacion de IAA

13.1. Procesado de las muestras

El material fresco se prefijé con el reactivo EDAC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylcabodiimide hydrochloride de Sigma) al 3% en PBS 1X durante una hora en hielo.
Seguidamente se realizo la fijacién de las muestras con FAE (50% ETOH; 5% acido acético
glacial; 4% de formaldehido; en PBS 1X) durante 16 horas a 4°C. La deshidratacion
posterior se realizd mediante soluciones crecientes de etanol del 50 al 100%.
Posteriormente las muestras se trataron como se indica en el apartado 10.5.

13.2 Inmunodeteccion colorimétrica

Los cortes histoldgicos de 8 um de grosor se desparafinaron con Xilol y se hidrataron
en series decrecientes de etanol (100%, 90%, 50%) de 20 min cada una, y se incubaron en
PBS 1X dos veces durante 5 min. Una vez hidratadas, las muestras se sumergieron una
hora en una solucién de bloqueo (1,5% glicina; 0,1% tween 20; 5% BSA; en PBS 1X).
Posteriormente se realizaron dos lavados de 5 min, el primero con una solucién de
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concentracién baja de sal (0,88% NaCl; 0,1% tween 20; 0,8% BSA; en PBS 1X), y el segundo
con BSA 0,8% (en PBS 1X).

El siguiente paso fue la incubacién durante 5 horas con el anticuerpo primario IAA
indole-3-acetic acid (N1) (Rabbit polyclonal/AS09 421 de Agrisera), a una dilucién de 1:100
en BSA 0,8%. Pasado el tiempo de reaccidon se realizaron dos lavados de 10 min con una
solucién de alta concentracién de sal (2,9% NaCl; 0,1% tween 20; 1% BSA; en PBS 1X), y
otro lavado de 10 min con la solucién de concentracién baja de sal. Las muestras se
lavaron una vez mas durante 5min en BSA 0,8% y se procedid a la incubacién durante 3
horas con el anticuerpo secundario anti-Mouse IgG-AP (Santa Cruz Biotechnology) una
dilucién de 1:250. A la incubacién se sucedieron dos lavados de 15 min con la solucién de
concentracién baja de sal y un lavado con agua desionizada.

La deteccién de la sefial se realizé sumergiendo las muestras 5 min en la solucién de
lavado (100 mM Tris; 100 mM NaCl; 50 M MgClz a pH 9,5). Seguidamente se sumergieron
en la misma solucién que la anterior suplementada con 75 pL de NBT (100 mg/mL) y 75 pL
de BCIP (50 mg/mL), ambos de Roche®. Se incubd en oscuridad hasta que se observo la
sefial y en ese momento se detuvo la reaccién sumergiendo las muestras en agua.
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Objetivos

Hemos visto en la Introduccién que la fructificacion del tomate depende
principalmente de las hormonas GAs y auxinas, y que estas ultimas ejercen en parte su
funcion regulando el metabolismo (biosintesis y catabolismo) de GAs. Durante la
fructificacion del tomate las concentraciones de GA,, y GA; (GA activa) en el ovario
aumentan, asi como la expresidon de genes que codifican GA 20-oxidasas (GA200x), en
particular SIGA200x1, lo que sugiere que la biosintesis de GA,, puede ser un paso
regulador del proceso. Por ello, con objeto de profundizar en el conocimiento de la
expresion de SIGA20ox1 durante la fructificacion del tomate, y del efecto de otras
hormonas (sobre todo auxina) en dicha expresidn, en el presente trabajo se plantearon
dos grandes objetivos:

A. Conocer la localizacidn espacial y temporal de la expresion de SIGA200x1 en el
ovario durante la fructificacion.

B. Determinar la localizacion en el ovario del IAA (la auxina mas importante) durante
la fructificacidn.

Para llevar a cabo los objetivos anteriores se plantearon los objetivos parciales
siguientes:

1. Introducir los transgenes pSIGA200x1::GUS o DR5::GUS en diversas lineas mutantes
de tomate cultivar Micro-Tom, alteradas en genes que codifican la biosintesis o modo
de acciéon de GAs, auxina o brasinosteroides, y caracterizar fenotipicamente estas
nuevas lineas.

2. Analizar los efectos de la polinizacion y aplicacion de GA y auxina sobre la expresion
del promotor de SIGA200x1 en las plantas transgénicas anteriores, utilizando el gen
delator GUS.

3. Caracterizar el efecto de la polinizacion sobre la expresidon de SIGA200x1 en el ovario
mediante el andlisis in situ de transcritos de dicho gen.

4. Estudiar la localizacién de la expresidén del gen de respuesta a auxinas DR5 utilizando
el gen delator GUS en ovarios de plantas transgénicas DR5::GUS durante la
fructificacion.

5. Caracterizar el efecto de la polinizacién sobre el contenido de IAA en el ovario en
desarrollo mediante inmunolocalizacidn.
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Con objeto de definir y comparar las lineas mutantes (35S::CcGA200x1, procera,
Dwarf, dgt y entire), con el cultivar original Micro-Tom (MT), se cuantificaron diversos
aspectos fisiolégicos, tanto vegetativos como reproductivos, que se describen en los
apartados 1 y 2 de material y métodos. De esta forma se analizaron las posibles
diferencias fenotipicas debidas a las mutaciones y el posible efecto sobre el fenotipo de la
incorporacién del transgén pSIGA200x1::GUS o DR5::GUS. En la Fig. 19 se muestran la foto
de plantas representativas de cada linea utilizada en el trabajo.

pSIGA200x1:GUS DR5=GUS

355:CcGA200x] procera g F1
Dwarf x 355::CcGA200ox1

entire

Fig. 19: Plantas representativas de las lineas de MT utilizadas.

La incorporacion de los transgenes pSIGA20ox1::GUS y DR5::GUS no alterd significativamente las
caracteristicas fenotipicas de las lineas mutantes (Ver Tablas 7 y 8). Fila superior: linea MT y lineas
transgénicas con los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS. Fila intermedia: linea de sobreexpresion de
GAs (355:CsGA200x1), mutante DELLA (procera), mutante D de sintesis de brasinosteroides (Dwarf) e
hibrido de 355:CsGA200x1 y Dwarf. Fila inferior: Linea insensible a auxinas (dgt) y mutante en el factor de
transcripcidn SIIAA9 (entire).
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1. Caracterizacion vegetativa.

En las Tablas 7 y 8 se dan los datos de los caracteres fenotipicos vegetativos de las
lineas utilizadas en el trabajo. Las comparaciones que se describen a continuacién se
llevaron a cabo entre MT y los distintos mutantes 35S5::CcGA20o0x1, procera, Dwarf,
Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire. Posteriormente se analizé el posible efecto de la
introduccién de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre el fenotipo.

Tabla 7: Caracteristicas fenotipicas vegetativas de las lineas de MT con el transgén pSIGA200x1::GUS y sus
respectivos controles
Los datos son medias de 12 plantas + SEM. La incorporacion del transgén pSIGA200x1::GUS no produjo en

ningln caso modificaciones significativas en las caracteristicas fenotipicas de las plantas (mediante test t-
student). Ver Fig. 18 para mas detalles.

52 Hoja

Altura Longitud Ancho n2foliolos n2 hojas Diametro

planta(cm) (cm) (cm) (n) (n) tallo (mm)
MT 9,3+0,2 11,6+0,2 11,1+0,2 5,0+0,0 7,4+0,1 5,7+0,1
pSIGA200x1::GUS 9,0£0,3 11,7¢0,2 11,0#0,3 5,2+0,1 7,440,2 5,740,1
355::CcGA200x1 22,0+0,4 12,4+0,4 9,1+0,3 5,0£0,0 9,410,2 4,910,1
35::CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS 21,4+0,4 12,5+0,3 9,1+0,3 5,0+0,0 9,3+0,2 4,8+0,1
procera 17,8+0,2 14,3+0,3 10,4+0,2 5,1+0,1 9,1+0,1 5,5+0,2
procera/pSIGA200x1::GUS 17,7+0,5 14,7+0,5 10,6+0,3 5,1+0,1 9,2+0,1 5,5+0,1
Dwarf 23,9+0,4 22,3%0,5 16,7+0,6 11,2+0,4 10,0+0,1 5,8+0,1
Dwarf/pSIGA200x1::GUS 23,8+0,5 22,3+x0,4 16,0+0,6 11,1+0,4 9,9+0,1 5,7+0,1
Dwarf/35S::CcGA200x1 43,1+0,6 18,9+0,4 14,5+0,4 6,5+0,3 10,1%0,2 4,610,1

Dwarf/35::CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS  42,6+0,8 18,7+0,4 14,6+0,4 6,7¢0,4 10,0%0,3 4,610,1

dgt 7,1+0,3 10,4+0,4 8,4+0,2 5,1+0,1 6,440,1 4,4+0,1
dgt/pSIGA200x1::GUS 7,310,4 10,5+0,4 8,6%0,2 5,2#0,1 6,540,1 4,4+0,1
entire 12,1+0,4 12,7¢0,2 5,7¢0,2 1,1+0,0 8,3%0,2 6,30,2
entire/pSIGA200x1::GUS 12,1+0,5 12,3#0,3 5,8+0,2 1,1+0,1 8,2+0,2 6,2+0,2

Tabla 8: Caracteristicas fenotipicas vegetativas de las lineas de MT con el transgén DR5::GUS y sus
respectivos controles.

Los datos son medias de 12 plantas + SEM. La incorporacion del transgén DR5::GUS no produjo en ningln caso
modificaciones significativas en las caracteristicas fenotipicas de las plantas (mediante test t-student). Ver Fig.
18 para mas detalles.

52 Hoja

Altura planta Diametro

(cm) Largo (cm) Ancho (cm) N2 foliolos (n) N2 hojas(n) tallo (mm)
mT 9,3%0,2 11,6+0,2 11,1+0,2 5,0+0,0 7,4%0,1 5,7+0,1
DR5::GUS 9,1+0,2 11,3+0,2 11.2+0,4 5,1+0,1 7,5+0,2 5,8+0,1
Dwarf 23,9+0,4 22,3+0,5 16,7+0,6 11,2+0,4 10,040,1 5,8+0,1
Dwarf/DR5::GUS 23,9+0,8 22,1+0,4 16,1+0,6 11,0+0,4 10,240,2 5,7+0,2
entire 12,1+0,4 12,7+0,2 5,7+0,2 1,1+0,0 8,3+0,2 6,3+0,2
entire/DR5::GUS 12,6+0,5 12,8+0,4 6,0+0,2 1,0+0,0 8,4+0,3 6,60,2
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1.1.Altura

Las lineas 35S::CcGA200x1 y procera presentaron una altura significativamente
mayor que MT.

La presencia de brasinosteroide (BR) activo en Dwarf aumento significativamente la
altura respecto a MT. Esta descrito que los BR estan implicados en el crecimiento de las
plantas, ya que la mutacién en el gen DWARF provoca un fenotipo enano (Szekeres et al.
1996).

La altura del hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 fue significativamente superior al de
MT y también fue mas alto que los parentales 355::CcGA20o0x1 y Dwarf.

La linea dgt fue la de menor altura, siendo estadisticamente diferente al resto de
los genotipos en estudio.

entire tuvo una altura significativamente mayor que MT, aunque no alcanzé la altura
de las demas lineas.

1.2.Morfologia de la hoja

Como dijimos anteriormente, se analizd la morfologia de la hoja 52 como
representativa de la planta. En la Fig. 20 se muestra una foto de hojas representativas de
todas las lineas estudiadas.

35S::CcGA200x1  procera F1 dgt entire
Dwarf x 35S.::CcGA200x1

5cm

Fig. 20: Foto representativa de la 52 hoja completamente desarrolla de las distintas lineas.
Obsérvese el mayor tamafio y mayor nimero de foliolos en el caso de Dwarf, asi como la hoja simple en el
caso de entire.

La hoja de MT presentd cinco foliolos con bordes aserrados y con la superficie
rugosa. Sus dimensiones medias fueron de 11,6 £ 0,2 cm de largo y 11,1 £ 0,2 cm de
ancho.

Comparadas con MT, las hojas de 35S::CcGA20ox1 no mostraron diferencias en
longitud, pero si fueron significativamente menos anchas (18%). El nimero de foliolos no

55



Resultados |

se vio afectado, pero tuvieron bordes lisos y una superficie del limbo menos rugosa que
MT.

procera mostrd el mismo numero de foliolos que MT, pero con bordes lisos. Asi
mismo, la superficie de los foliolos fue menos rugosa que en MT. Las hojas de procera
fueron significativamente mas largas, pero igual de anchas que MT.

La longitud y anchura de la hoja de la linea Dwarf aumenté significativamente
respecto a MT. La complejidad de la hoja se vio afectada llegando a tener el doble de
foliolos que MT. El borde de las hojas fue aserrado, y la superficie del limbo fue menos
rugosa que en MT.

La hoja del hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 presenté bordes no aserrados vy
superficie del limbo no rugosa. El nimero de foliolos fue igual a MT. La longitud y anchura
de la hoja aumenté significativamente respecto a MT. En comparacién con los parentales,
el hibrido tuvo significativamente menos foliolos que Dwarf, pero los mismos que
355::CcGA200x1. Las dimensiones de la hoja fueron significativamente distintas a ambos
parentales, situando a Dwarf/355::CcGA20ox1 en un punto intermedio entre
35S::CcGA200x1 y Dwarf.

dgt mostrd hojas iguales en longitud, pero significativamente menos anchas que
MT. Los bordes de los foliolos fueron menos aserrados que en MT, y su superficie mas lisa.
El nimero de foliolos no se vio alterado respecto a MT. dgt fue la linea con color de la hoja
de un verde mas oscuro.

entire presenté una hoja simple con la superficie del limbo muy rugosa y bordes
aserrados. La longitud de la hoja en entire fue similar a MT, pero el ancho fue
significativamente menor, siendo las hojas mas estrechas entre todas las analizadas en
este trabajo.

1.3.Numero de hojas

MT presenté una media de 7,4 + 0,1 hojas hasta la primera inflorescencia.
Considerando que se distribuyen en 9,3 + 0,2 cm de altura total, se obtiene una planta de
aspecto redondeado como se observa en la Fig. 19.

35S5::CcGA200x1 y procera tuvieron un aumento significativo del nimero de hojas
respecto a MT (9,4 £ 0,2 y 9,1 £ 0,1 hojas, respectivamente), por ello el aspecto de ambas
lineas fue mas estilizado que el de MT.

Dwarf presentd 10,0 + 0,1 hojas frente a las 7,4 £ 0,1 de MT. El resultado fue una la
planta mas esbelta que MT.

El hibrido 35S::CcGA200x1/Drawf tuvo 10,1 + 0,2 hojas antes de la inflorescencia
terminal, un incremento significativo respecto a MT. Por el contrario, no mostrd
diferencias respecto a las lineas parentales 355::CcGA20ox1 y Dwarf.
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La Unica linea que tuvo reducido el nimero de hojas de forma significativa fue dgt,
ya que desarrolld 6,4 £ 0,1 frente a las 7,4 £ 0,1 de MT.

entire presentd un incremento significativo del nimero de hojas respecto a MT, con
8,3 £ 0,2 hojas. Visualmente, las plantas de esta linea tienen aspecto redondeado, similar a
MT.

1.4.Diametro del entrenudo
En MT el didmetro del quinto entrenudo tuvo 5,7 £ 0,1 mm.
355::CcGA200x1 redujo significativamente el didametro del entrenudo (14%).
procera y Dwarf fueron iguales a MT.

El hibrido Dwarf/355::CcGA200x1 presentdé un didametro del entrenudo
significativamente mds estrecho que en MT y Dwarf, mientras que fue igual a
35S5::CcGA200x1.

dgt desarrollé un entrenudo significativamente mds estrecho que MT.

El diametro del entrenudo en entire no mostré cambio significativo respecto a MT.

1.5.Efecto de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre el
fenotipo vegetativo de las lineas mutantes

Como se ve en las Tablas 7 y 8, la incorporacién de los transgenes pSIGA200x1::GUS
y DR5:GUS en MT y sus mutantes (35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf, dgt, entire vy
Dwarf/35S5::CcGA200x1), no alterd significativamente su fenotipo. Esto indica que los
resultados de expresion de pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS en las lineas mutantes, que se
describirdn mas adelante, no estan afectadas por la presencia de los transgenes.

En la Fig. 21 se representan los datos de las caracteristicas vegetativas de las lineas
MT vy de sus mutantes (355::CcGA20ox1, procera, Dwarf, dgt, entire y
Dwarf/35S5::CcGA200x1) sin transgén, indicando las diferencias significativas existentes
entre las distintas lineas.

2. Caracterizacion reproductiva

En la Tabla 9 se dan los datos de los caracteres fenotipicos reproductivos de las
lineas utilizadas en el trabajo. Las Figs 22 y 23 muestran la primera inflorescencia y las
partes de una flor representativa de cada linea. Las comparaciones que se describen a
continuacién se llevaron a cabo entre MT y los distintos mutantes (35S::CcGA200x1,
procera, Dwarf, Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire). Posteriormente se analizé el posible
efecto de la introduccidon de los transgenes pSIGA20ox1::GUS y DR5::GUS sobre el
fenotipo.
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2.1.Numero de flores en la inflorescencia terminal

Las inflorescencias de tomate poseen flores en distintos estados de desarrollo
pudiéndose encontrar desde un botdn floral a un fruto verde en desarrollo en el mismo
racimo. La Fig. 22 muestra el conjunto de flores que componen la inflorescencia terminal
de cada linea en el momento de antesis de la flor con desarrollo mas avanzado.

MT tuvo una media de 7 flores en la inflorescencia terminal. Se observé una
disminucién significativa del nimero de flores en el caso de 35S::CcGA20ox1 (20%),
procera (32%), y entire (27%), respecto de MT.

Dwarfy dgt no presentaron un cambio significativo en el nimero de flores respecto
a MT.

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 no difirid significativamente de MT en cuanto al
numero de flores de la inflorescencia terminal, ni tampoco del parental 355::CcGA200x1.
Pero si mostré una disminucién significativa (16%) respecto a Dwarf.
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Fig. 21: Caracteristicas fenotipicas vegetativas de las distintas lineas.

Los datos son medias de 12 plantas + SEM. Ver Tabla 7 y 8 para mas detalles. Los datos marcados con
distintas letras son significativamente diferentes entre ellos (mediante estudio estadistico ANOVA para
p<0,05).
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2.2.Tiempo de floracion
El inicio de la floracion en MT ocurrid 31 + 0,4 dias tras la siembra en invernadero.

Las lineas 35S::CcGA200x1 y procera florecieron significativamente mas tarde que
MT (37,7 £ 0,9y 36,7 £ 0,9 dias, respectivamente).

Dwarf no presenté cambios significativos en el tiempo de floracién.

Tabla 9: Caracteristicas fenotipicas reproductivas de las distintas lineas utilizadas.
Los datos son valores medios de al menos 20 flores de 10 plantas + SEM. La incorporacién de los transgenes
pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS no produjo en ningln caso modificaciones significativas en las caracteristicas
fenotipicas de las plantas (mediante test t-student).

Flores Antesis Sépalos Pétalos Cono Pistilo Pétalos

(M) (dia) (mm?) (mmd) (mm) _(mm) _(n)

MT 7,2#0,3 31+0,4 30,7+0,8 101,7+5,6 5,5+0,1 6,4+0,1 5,0+0,0
pSIGA200x1::GUS 7,3+0,2 31,5+0,8 30,8+0,1 101+6,7 5,5+0,1 6,4+0,1 5,0+0,0
DR5::GUS 7,2+#0,2 31,6%0,7 30,7+0,1 102+6,1 5,5+0,1 6,5+0,1 5,0+0,0
355::CcGA200x1 5,8+0,2 37,7+0,9 51,2+1,8 142,2+8,7 6,8+0,1 7,8+0,1 5,4+0,0
35:CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS 5,9+0,2 37,3%#0,7 50,7+1,6 141,6+7,8 6,8+0,1 7,8+0,1 5,5+0,0
procera 4,9+0,2 36,7+0,9 49,3+1,6 149,4+8,8 6,7+0,1 8,8+0,1 6,0%0,1
procera/pSIGA200x1::GUS 4,6+0,2 37,2+0,9 49,1+1,5 150,1+8,7 6,6+0,1 8,8+0,1 5,9+0,0
Dwarf 7,8+0,2 29,8+0,5 54,0+3,2 198,2+79 7,4+0,1 8,7+0,1 5,3+0,0
Dwarf/pSIGA200x1::GUS 7,6+0,2 30,2+0,6 58,9+1,9 197,9+6,0 7,3+0,1 8,8+0,1 5,3+0,0
Dwarf/DR5:GUS 7,7¢0,3 30,1+0,5 56,6+2,8 196,5+6,5 7,3%0,1 8,7+0,1 5,3+0,0
Dwarf/35S::CcGA200x1 6,5+0,3 35,2+0,7 71,6+2,4 260+12,5 8,1+0,1 09,3+0,1 5,2+0,0

Dwarf/35:CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS 6,4+0,3 34,8+0,7 71,1+2,2 260,2+12,8 8,1+0,1 9,2%0,1 5,2+0,0

dgt 6,310,2 37,2+0,9 34,0+1,1 105,2+#4,2 6,0+0,1 6,9+0,1 5,0+0,0
dgt/pSIGA200x1::GUS 6,0£0,2 36,7+0,8 33,8+1 104,7+#4,1 5,9+0,1 6,940,1 5,0+0,0
entire 5,2#0,4 35,4+1,1 43,1+2,2 92,8+4,3 6,2+0,1 7,1#0,1 5,5%0,0
entire/pSIGA200x1::GUS 5,410,4 34,3+0,9 42,8+2,2 92,1#4,2 6,2+0,1 7,1#0,1 5,5%0,0
entire/DR5::GUS 5,210,4 34,5+1,1 43,2+2,2 92,6%4,1 6,1£0,1 7,1#0,1 5,5%0,0

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 mostré un retraso significativo de la floracion
respecto de MT (31+0,4 vs 35,2+0,7) y del parental Dwarf (29,8 + 0,5 vs 35,2 + 0,7, pero no
respecto del parental 355::CcGA200x1.

dgt inicid la floracidn significativamente mas tarde que MT (37,2 £ 0,9 vs 31 £ 0,4).

entire mostrd un retraso significativo en la floracién respecto a MT (35,4 + 0,9 vs 31
+0,4).
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358::CcGA200x1

procera
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Fig. 22: Flores presentes en la inflorescencia terminal en distintos estados de desarrollo.

Foto tomada en el momento de que la flor de desarrollo mas avanzado esta completamente abierta.

Obsérvese el mayor nimero de flores y su mayor tamafio en el caso de Dwarf.

358::CcGA200x1

procera

Dwarf/35S::CcGA200x1

dgt

entire

Fig. 23: Flores representativas completamente desarrolladas de las lineas estudiadas.
Obsérvese el mayor tamafo de las flores en el caso de las lineas portadoras del gen Dwarf.
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2.3.Area de los sépalos
MT tuvo un area de los sépalos de 30,7+0,8 mm>.

Las lineas 35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf y entire presentaron un aumento
significativo (entre el 40 y el 75%) del drea de los sépalos respecto a MT.

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 presento el doble de area de los sépalos que MT y
fue significativamente mayor a todas las lineas del estudio.

dgt fue significativamente igual que MT respecto al area de los sépalos.

2.4.Area de los pétalos
Los pétalos de MT tuvieron de media un drea de 101,7 £ 5,6 mm>.

Las flores de 35S::CcGA200ox1 y procera desarrollaron pétalos significativamente
mayores a MT (39,8% y 46,9% respectivamente).

Dwarf mostro flores con pétalos de gran tamafio, incrementando significativamente
el area respecto a MT (101,7 + 5,6 vs 198 + 7,9).

El drea de los pétalos del hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 fueron significativamente
mayores que los de MT y el resto de las lineas del estudio.

Los pétalos de las flores dgt y entire fueron iguales respecto a MT.

Para conocer si la proporcién de la flor, respecto a MT, esta afectada en las lineas en
estudio, se calculd la relacién entre el drea de los pétalos y la de los sépalos. El resultado
mostro que soélo en entire dicha relacion fue significativamente menor que en MT.

2.5.Longitud del cono estaminal

Se observé que todos los mutantes estudiados presentaban una longitud del cono
estaminal significativamente mayor a MT.

Las lineas 35S::CcGA200x1 y procera tuvieron una longitud del cono estaminal
similar entre ellas y un 22,7% 21,6%, respectivamente, mas largo que MT.

El cono estaminal de las flores de Dwarf, fue significativamente mas largo que el
de MT (34,5%) y también respecto a 355::CcGA200x1 y procera.

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200ox1 mostré una longitud del cono estaminal
significativamente mayor respecto a todas las lineas en estudio (47,7% mas largo que MT).

dgt y entire desarrollaron conos estaminales iguales, pero significativamente mds
largos respecto a MT (8,6% y 12,7% respectivamente).
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2.6.Longitud pistilo

MT desarrollé un pistilo de longitud media de 6,4+0,1 mm y fue significativamente
mas corto respecto a las demas lineas.

En 355::CcGA200x1 la longitud aumenté un 20,4% respecto a MT.

procera y Dwarf presentaron un pistilo significativamente mas largo que MT (21,6%
y 35,4%, respectivamente).

El hibrido mostré una longitud de pistilo significativamente mds largo que las demas
lineas.

En dgt y entire la longitud media del pistilo aumentd significativamente respecto a
MT (8,6 % y 12,7%, respectivamente).

El éxito de la autopolinizacion estd condicionado por la longitud del pistilo y del
cono estaminal. Con objeto de observar si la relacién existente entre ambos drganos
florales es afectada por los genes, se calculd la relacién entre la longitud del pistilo y la del
cono estaminal. El mutante procera destacé por presentar una relacion significativamente
mayor que MT, debido a que presenta un pistilo mas alargado y no de un cono estaminal
acortado.

2.7.Numero de pétalos

Como se ve en las Tablas 9 y 10, y en las Figs 23 y 24, la flor de tomate posee
normalmente 5 pétalos, pero en ocasiones este numero puede aumentar hasta alcanzar
los 8 pétalos. En primer lugar se analizaron las posibles diferencias fenotipicas debidas a
las mutaciones y luego se analizé el posible efecto del transgén.

7 -
| . 6 ]
5 OMT
(=
'g 5 B 355::CcGA200x1
3 4 - E procera
(1]
% 3 @ Dwarf
E 5 B Dwarf/35s::CcGA200x1
[=]]
Edgt
= 1 - g
dentire
0

Fig. 24: Media del numero de pétalos de la flor.

Datos correspondientes a 10 flores de las 2 primeras inflorescencias de 10 plantas. Los datos son la media
SEM del nimero de pétalos de las flores. Los datos marcados con distintas letras son significativamente
diferentes entre ellos (mediante estudio estadistico ANOVA para p <0,05).
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Fig. 25: Porcentaje de flores con distinto nimero de pétalos.

A) Datos correspondientes a 10 flores de las 2 primeras inflorescencias de 10 plantas. Los datos son la media
+ SEM del porcentaje de flores de cada categoria respecto del total de flores. Los datos marcados con
distintas letras son significativamente diferentes entre ellos (mediante estudio estadistico ANOVA para p
<0,05). B) Flores representativas de cada tipo de flor con distinto nimero de pétalos.

Las flores de MT poseen una media de 5,0 + 0,0 pétalos por flor, valor tipo de las
flores de tomate. Las mutaciones sp, dwarf vy ilr no alteran dicha caracteristica floral.

355::CcGA200x1 mostrd un aumento significativo del nimero medio de pétalos de
la flor respecto a MT.

procera presentd de media flores con 6,0 £ 0,1 pétalos.

En la linea Dwarf hubo un aumento del nimero de pétalos de forma significativa
(5,3+£0,0vs.5,0+0,0).

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 desarrollé significativamente mas pétalos de
media por flor que MT y 35S::CcGA200x1, pero no se diferencié de Dwarf.

El nimero de pétalos en flores de dgt no varid, mientras que en entire aumento
significativamente.

Hemos visto que las medias del nimero de pétalos por flor estdn comprendidas
entre 5y 6. Por ello se contabilizé la frecuencia con la que aparecian flores penta, sexta,
hepta y octopétalas en las diferentes lineas.
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En la Tabla 10 y Fig. 24 se dan los distintos porcentajes de flores con distinto
numero de pétalos en todas las lineas estudiadas. En primer lugar se compard las
mutaciones respecto MT y luego se analizé el posible efecto del transgén.

Tabla 10: Porcentaje de flores con distinto nimero de pétalos.

Datos correspondientes a 10 flores de las 2 primeras inflorescencias de 10 plantas. Los datos son medias + SEM
del porcentaje de flores de cada categoria respecto del total de flores.

Numero de pétalos

5 6 7 8
MT 98,0+1,3 2,0£1,3 0,0£0,0 0,0£0,0
pSIGA200x1::GUS 97,0+1,5 3,0£1,5 0,0+0,0 0,0+0,0
DR5::GUS 97,0+1,5 3,0£1,5 0,0£0,0 0,0£0,0
355::CcGA200x1 59,0+2,8 39,0+2,3 2,0+1,3 0,0£0,0
35::CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS 57,0+3,0 41,0+3,1 2,0+1,3 0,0£0,0
procera 20,9+1,7 68,1+2,6 10,9+2,3 0,0£0,0
procera/pSIGA200x1::GUS 22,0+2,0 66,0+3,1 12,0£2,9 0,0£0,0
Dwarf 74,043,1 26,043,1 0,0£0,0 0,0£0,0
Dwarf/pSIGA200x1::GUS 73,0+4,0 27,0+4,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Dwarf/DR5::GUS 74,0£3,1 26,0+3,1 0,0+0,0 0,0+0,0
Dwarf/35S::CcGA200x1 78,0+2,0 20,0+2,1 2,0+1,3 0,0£0,0
Dwarf/35::CsGA200x1/pSIGA200x1::GUS 76,043,1 22,0+2,5 2,0+1,3 0,0£0,0
dgt 97,0+1,5 3,0+1,5 0,0£0,0 0,0£0,0
dgt/pSIGA200x1::GUS 98,0+1,3 2,0£1,3 0,0£0,0 0,0£0,0
entire 55,0+2,7 41,0£3,1 2,0+1,3 2,0£1,3
entire/pSIGA200x1::GUS 53,043,3 42,0+3,3 3,0+1,5 2,0+1,3
entire/DR5::GUS 53,0£3,3 42,043,3 3,0£1,5 2,0+1,3

El 98% de las flores de MT presentd 5 pétalos y sélo el 2% restante presentd 6
pétalos (lo que justifica el valor medio de 5,0 + 0,0).

La mayoria de las flores de 355::CcGA200x1 tuvo 5 pétalos, pero con una frecuencia
significativamente menor que MT, mientras que las flores con 6 y 7 pétalos fueron mas
abundantes que en MT.

procera desarrolld flores con 5 pétalos en un porcentaje cuatro veces menor que
MT. El 68,1 + 2,6% de las flores tuvo 6 pétalos y el 10,9+2,3% presentd 7, frente al
2,0+1,3% y 0%, respectivamente, de MT

La flor mas frecuente en Dwarf presentd 5 pétalos, al igual que en MT, pero en
numero menor. En la linea Dwarf se encontraron un 26,0 + 3,1% de flores con 6 pétalos.

El hibrido Dwarf/355::CcGA200x1 desarroll6 flores de 5, 6 y 7 pétalos, siendo las de
5 pétalos las mas frecuentes, pero en menor nimero que MT. Las flores con 6 pétalos
fueron significativamente mas frecuentes en que en MT.
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dgt no presentd cambios significativos en la frecuencia del nimero de pétalos de las
flores respecto a MT.

entire mostrdé una disminucion significativa de la frecuencia de flores de 5 pétalos
respecto a MT. Las flores con 6 pétalos fueron significativamente mas abundantes en
entire que en MT. El porcentaje en que aparecen flores con 7 pétalos en entire fue 2,0 +
1,3%. También desarrollé flores con 8 pétalos a diferencia del resto de las lineas en
estudio, en las que no se encontrd ninguna flor con 8 pétalos.

2.8.Efecto de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre el
fenotipo reproductivo de las lineas mutantes

Como se ve en las Tablas 9 y 10, la incorporacién de los transgenes
pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS en MT y sus mutantes (35S5::CcGA200x1, procera, Dwarf, dgt,
entire y Dwarf/35S::CcGA200x1), no alterd significativamente su fenotipo. Esto indica que
los resultados de expresién de pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS en las lineas mutantes, que
se describirdn mas adelante, no estan afectadas por la presencia de los transgenes.

En la Fig. 26 se representan los datos de las caracteristicas reproductivas de las
lineas MT y de sus mutantes (35S5::CcGA20ox1, procera, Dwarf, dgt, entire vy
Dwarf/35S::CcGA200x1) sin transgén, indicando las diferencias significativas existentes
entre las distintas lineas.
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2.9.Porcentaje de partenocarpia

Para determinar la capacidad partenocarpica de las lineas se realizaron dos ensayos
complementarios. Uno de los ensayos se llevd a cabo con plantas cuyo crecimiento y
desarrollo no se vio alterado por la manipulacion de las flores. En el otro se dejaron 2
flores en cada una de las 4 primeras inflorescencias, que se emascularon. El objetivo era
determinar si la manipulacién de los racimos y la posterior emasculacién de las flores
podrian alterar la capacidad partenocarpica de las lineas. En ambos casos se recolectaron
los frutos en estado rojo maduro.

En las Tablas 11 y 12 se dan los distintos porcentajes de frutos partenocdrpicos de
las lineas estudiadas. En la Fig. 27 se muestra la morfologia y tamafo de frutos
representativos de las lineas en estudio.

Tabla 11: Porcentaje de partenocarpia natural.
Plantas cultivadas en condiciones normales de invernadero correspondientes a las 2 primeras inflorescencias.

Los datos son medias de 10 frutos de 12 plantas + SEM. Los datos marcados con distintas letras son
significativamente diferentes entre ellos (mediante estudio estadistico ANOVA para p <0,05).

% Partenocarpia

MT 10,0+2,9 a
35S::CcGA200x1 27,8%2,1 b
procera 99,04+0,1 c
Dwarf 15,6+2,9 a,b
Dwarf/35S::CcGA200x1 75,3£2,0 d
dgt 9,4+2,3 a
entire 20,9+3,4 a,b

Tabla 12: Porcentaje de frutos partenocarpicos tras emasculacion.

Se dejaron 2 flores por inflorescencia que se emascularon. Los datos son medias de 8 ovarios por planta +
SEM. Los datos marcados con distintas letras son significativamente diferentes entre ellos (mediante estudio
estadistico ANOVA para p <0,05).

% Partenocarpia

MT 5,2+2,4 a
355::CcGA200x1 21,9+3,1 b
procera 90,6+3,8 d
Dwarf 10,443 a,b
Dwarf/35S::CcGA200x1 70+4,5 c
dgt 9,4+2,7 a,b
entire 18,8%3,6 a,b
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358::CcGA200x1 procera Dwarf Dwarf/355::CcGA20ox1 dgt entire

Con Semillas

Partenocarpicos e

Fig. 27: Frutos representativos con semillas y sin semillas (partenocarpicos) de las lineas utilizadas.
Se observa un menor tamafio de los frutos partenocdrpicos en todos los casos.

2.9.1. Ensayo de partenocarpia en plantas con flores no manipuladas
(partenocarpia natural).

La capacidad partenocdarpica natural de MT fue de un 10%, y no se vio afectada
significativamente en los fondos mutantes dgt o entire.

35S::CsGA200x1 triplicé su capacidad partenocarpica respecto a MT.
El porcentaje de partenocarpia aumentd drasticamente en procera hasta el 99%.
La presencia de BR en Dwarf no alterd la partenocarpia de forma significativa,

En el hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 la partenocarpia fue del 75%.

2.9.2. Ensayo de partenocarpia en plantas con flores emasculadas
(partenocarpia inducida)

En este estudio las flores se emascularon 2 dias antes de la antesis para evitar la
autopolinizacion.

La débil capacidad partenocarpica natural de MT se redujo significativamente tras
emascular las flores (10% vs 5,2%).

35S5::CcGA200x1 tuvo una partenocarpia cuatro veces mayor que MT (21,9% vs
5,2%).

La capacidad partenocarpica inducida de procera disminuyd significativamente tras
la emasculacién. Pero mostré el mayor porcentaje de frutos partenocarpicos de todas las
lineas estudiadas.

En los genotipos Dwarf, dgt y entire la partenocarpia fue igual que en MT.

El hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 desarrollé un nimero significativamente mayor
de frutos partenocarpicos respecto de MT, Dwarfy 355::CcGA200x1 (5,2%, 10,4% 21,9%,
respectivamente).
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3. Fenotipo de ramificacion

Con objeto de determinar si la ramificacién esta afectada en las lineas mutantes
utilizadas en este trabajo, se cuantificé el porcentaje de brotes axilares desarrollados. Los
primeros datos de ramificacién se tomaron a la quinta semana de la siembra en
invernadero (momento en que MT empieza a florecer), y los ultimos a las nueve semanas,
(momento en el que MT ya ha desarrollado todos los brotes laterales). La longitud minima
considerada para contabilizar que una yema habia iniciado su desarrollo fue de 0,5 cm.

Los datos se tomaron por planta y posicién de la yema, con objeto de determinar la
tasa de ramificacion y el efecto de posicion de la yema. Se considera tasa de ramificacion
el porcentaje de brotes desarrollados en el tallo principal de la planta, respecto al nimero
total de yemas axilares existentes.

En la Tabla 13 y Fig. 28 se muestran los datos de tasa de ramificacién de las lineas
analizadas en el trabajo. Las comparaciones que se describen a continuacion se llevaron a
cabo entre MT vy los distintos mutantes (35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf,
Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire). Posteriormente se analizé el posible efecto de la
introduccion de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre el fenotipo.

Tabla 13: Tasa de ramificacion.
Porcentaje de brotes desarrollados en el tallo principal de la planta, respecto al nUmero total de yemas axilares

existentes. Los datos son medias de 10 plantas + SEM del porcentaje de yemas brotadas con longitud >0,5cm,
respecto al nimero total de axilas de la planta.

N2 total de yemas axilares brotadas (%)

N2 semanas
5 6 7 8 9
MT 2,5+2,5 62,5122 86,915,4 95,0+3,3 100,0+0,0
pSIGA200x1::GUS 2,3+2,1 60,8+11,4 88,4149 96,8+3,2 100,0+0,0
DR5::GUS 2,5+2,4 64,1+14,0 87,945,5 97,5#3,5 100,0+0,0
35S::CcGA200x1 0,0+0,0 7,8+2,3 12,7+0,2 19,0+4,7 36,615,1
35S::CcGA200x1/pSIGA200x1 0,0+0,0 8,2+2,2 13,3+0,7 21,5+3,6 38,7+3,7
procera 0,0+0,0 0,0+0,0 8,9+2,0 17,9+2,2 24,1+3,5
procera/pSIGA200x1::GUS 0,0£0,0 0,0£0,0 10,3+2,5 16,1+1,8 22,7427
Dwarf 47,743,5 92,0+2,3 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
Dwarf/pSIGA200x1::GUS 46,0t4,1 93,5¢2,6 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
Dwarf/DR5::GUS 48,1¥39 91,9+1,9 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
Dwarf/35S::CcGA200x1 7,1£1,9 13,1+1,3 24,7+3,2 37,946,1 49,2443
Dwarf/35S::CcGA200x1/pSIGA200x1::GUS 8,2+2,3 14,1+1,3 22,8+3,3 38,6+7,2 51,745,1
dgt 2,4+1,7 9,6%2,9 24,7+3,4 37,8+4,1 54,2+6,4
dgt/pSIGA200x1::GUS 3,2+2,1 10,442,3 22,8+4,3 36,8+3,8 55,2+6,1
entire 13,943,7 47,545,5 80,0+6,8 88,6+4,2 92,9+43,5
entire/pSIGA200x1::GUS 14,745,8 48,3+6,7 78,94,1 93,7+2,8 93,7+2,8
entire/DR5::GUS 13,7+47,2 53,3+10,3 81,345,8 93,8+2,1 97,1+2,4
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Fig. 28: Tasa de ramificacion.

Porcentaje de brotes axilares desarrollados en el tallo principal de la planta respecto al numero total de
axilas existentes en el tallo principal. Los datos son la media de 10 plantas + SEM del porcentaje de brotes
desarrollados mayores de 0,5 cm respecto al nimero total de brotes de la planta.
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3.1.Tasa de ramificacion

En el momento de la floracién MT practicamente no ha desarrollado brotes axilares
inferiores. La aparicion de brotes axilares tras la floracién fue rdpida, superando el 50% en
la sexta semana tras la siembra y el 80% en la séptima semana.

La ramificacién en 355::CcGA200x1 se retrasé por lo menos una semana respecto a
MT. También la aparicidon de nuevos brotes fue mas lenta, lo que explica que a la novena
semana soélo se hubiesen desarrollado el 37% de las yemas laterales.

En procera, los primeros brotes se observaron al menos dos semanas mas tarde que
en MT. El desarrollo de las yemas axilares fue escaso, de modo que al finalizar la novena
semana menos del 25% de las yemas se habian desarrollado.

Dwarf presentd casi el 50% de las yemas axilares desarrolladas a la quinta semana,
frente al 2,5% en MT. A la séptima semana se habian desarrollado el 100% de las yemas
axilares, dos semanas antes que en MT, que alcanzé 100% a la novena semana.

En el hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 se observd a la quinta semana postsiembra
una tasa de ramificacion del 7,1% frente al 2,5% de MT. A la novena semana el hibrido no
alcanzd el 50% de brotes axilares desarrollados mientras que MT y Dwarf alcanzaron el
100%. La tasa de ramificaciéon final del hibrido se adelanté una semana y fue mayor
respecto a 35S::CcGA200x1.

dgt mostrd a la quinta semana una tasa de ramificacién similar a la de MT (2,4% vs
2,5%). Sin embargo, sélo el 54% de los brotes axilares estaban brotados a la novena
semana.

La tasa de ramificaciéon observada en el mutante entire fue mayor que en MT a la
guinta semana postsiembra (13,4% vs 2,5%). Sin embargo, MT alcanzd el 100% de brotes
axilares desarrollados a la novena semana post siembra, mientras que entire desarrollé el
93,5% de los brotes.

3.2.Ramificacion por posicion de la yema axilar

La tasa de ramificacién proporciona un dato muy valioso para conocer el potencial
de ramificacion de una linea. Pero no da informacién sobre si todos los brotes se
desarrollan al mismo tiempo o si existe un efecto de posicion de la yema en la planta
sobre la ramificacidn.

En la Fig. 29 se representan los datos de la ramificacién por posicién de la axila de
las lineas utilizadas en el trabajo. Las comparaciones que se describen a continuacién se
llevaron a cabo entre MT vy los distintos mutantes (35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf,
Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire). Posteriormente se analizd el posible efecto de la
introduccion de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre el fenotipo.

En MT se desarrollaron todos los brotes de la planta, aunque a distinto tiempo. Se
observé que los brotes inferiores 1 y 2 se desarrollaron mds tarde que los brotes 3, 4 y 5.
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Las tres yemas superiores brotaron a la séptima semana, y la yema 1 dos semanas mas
tarde.

En 355::CcGA200x1 el brote superior (yema 8) se desarrollé rapidamente, a un ritmo
comparable al de los brotes superiores de MT (yemas 4 y 5). El brote 7 se retrasé una
semana y su desarrollo fue mas lento, y a la novena semana alcanzé el 87,5%. Los brotes 5
y 6 se desarrollaron a la séptima semana y alcanzaron el 62,5% a la novena. El brote 4 sélo
se desarrolld el 12,5% a la novena semana vy los brotes 1, 2 y 3 no se desarrollaron.

En procera sélo los brotes superiores (yemas 6, 7 y 8) se habian desarrollado a las
nueve semanas de estudio, y sélo el brote superior alcanzé el 100%. El brote 7 inicid su
desarrollo a la séptima semana y a la novena la tasa de ramificacion fue del 60%. El brote 6
solo se desarrollé en un 40% de las plantas a la novena semana.

En Dwarf se adelantd la ramificacion respecto a MT y también se desarrollaron
todos los brotes laterales. El desarrollo fue escalado y los brotes inferiores (1 y 2) fueron
los ultimos en iniciar su desarrollo, al igual que MT.

Dwarf/35S::CcGA200x1, desarrollé el brote superior (axila 9) un 60% a la quinta
semana postsiembra y alcanzé el 100% una semana después. La axila 8 llegd al 100% a la
octava semana. Los brotes de las axilas 7 y 6 se desarrollaron en un 90% y 80%,
respectivamente, a la novena semana. El brote 5 se desarrolld a la octava semana y en la
novena alcanzé el 60%. Los brotes 3 y 4 aparecieron en la octava y novena semana en un
porcentaje del 10 y 20%, respectivamente. Los brotes 1y 2 no se desarrollaron.

En dgt sélo se desarrollé el 100% de los brotes axilares de la axila superior (axila 5).
El 93,3% los brotes de la axila 4 se habian desarrollado a la novena semana. El desarrollo
de los brotes 1, 2 y 3 se retrasé al menos una semana y con una ramificacion menor a la
novena semana que MT.

En entire todos los brotes axilares estaban presentes entre la quinta y sexta
semana postsiembra. Los brotes axilares correspondientes a las axilas 1, 3, 6 y 7 se
desarrollaron en el 100% de los casos, mientras que los brotes 2 y 5 alcanzaron el 90% y el
4 no superé el 70% de desarrollo a la novena semana.
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Fig. 29: Porcentaje de yemas axilares en la misma posicidn brotadas a lo largo del tiempo.

Los datos son el porcentaje de yemas en la misma posicion brotadas con una longitud >0,5 cm respecto al
numero total de yemas de dicha posicidén presentes en 10 plantas por linea.
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3.3.Efecto de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre la
ramificacion de las lineas mutantes

Como se ve en la Tabla 13, la incorporacién de los transgenes pSIGA200x1::GUS y
DR5::GUS en MT y sus mutantes (35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf, dgt, entire y
Dwarf/35S::CcGA200x1), no alterd significativamente su fenotipo. Esto indica que los
resultados de expresién de pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS en las lineas mutantes, que se
describirdn mas adelante, no estdn afectadas por la presencia de los transgenes.

3.4.Longitud final de los brotes laterales

A los 90 dias de la siembra se procedié a la medida de la longitud de los brotes
laterales de las plantas, incluyendo el brote axilar apical o simpodial. Se descartaron los
datos menores de 1 cm.

En la Tabla 14 se dan los datos de la longitud de los brotes laterales de las lineas
utilizadas en el trabajo.
Tabla 14: Longitud de los brotes axilares a los 90 dias postsiembra.

Se incluye el brote simpodial. Los datos son medias + SEM de 10 plantas por linea. Se excluyen los valores <1
cm

N2 axila lateral

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MT 7,6+£0,7 8,8+0,6 7,8+0,5 6,8+0,5 6,1+0,5 4,8+0,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
pSIGA200x1::GUS 6,9+0,9 8,3+0,6 8,1+0,4 7,2+0,6 6,5£0,7 5,2+0,8 0,0:0,0 0,0£t0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
DR5::GUS 7,8+0,8 8,5+0,7 7,7+0,5 6,8+0,6 6,2+0,6 5,1+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

355::CcGA20ox1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,7+0,8 2,5¢1,3 6,6+2,3 10,0+1,4 8,2+1,3 3,3+1,1 0,0+0,0

355::CcGA200x1/

+ + + + + + + + + +
pSIGA200x1::GUS 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,5+0,8 2,3+1,0 6,8+2,4 9,7+1,1 7,6¢1,4 3,5¢12 0,0+0,0

procera 0,0:0,0 0,0:0,0 0,0t0,0 2,4+1,1 6,2+0,5 7,6:0,8 7,3:t0,8 7,6:0,4 7,2+0,4 0,0+0,0
procera/ . N . \ . . . . . .
pSIGA200x1::GUS 0,0t0,0 0,0+0,0 0,0t0,0 2,8+12 6,5+0,7 7,106 7,4+0,6 7,3t0,5 7,7+0,6 0,00,0
Dwarf 9,8+0,7 11,5+0,7 11,0+0,8 9,8+0,8 8,1t0,6 7,3t0,4 7,4t0,6 7,6t0,5 82+0,8 0,0+0,0
bwarf/ 10,30,8 10,9+0,5 11,6:0,7 10,6+0,8 8,9+0,9 7,6t0,7 7,8t0,5 8,1+0,6 7,4t0,7 0,00,0
pSIGA200x1::GUS — 2T e H02E0,0 LLOEO, M I06R0,6 6,930,963, 1,620,5 8,420,6 1,820, 7 UUEG,
Dwarf/

9,8+0,8 11,2#0,5 10,9+0,8 10,3%0,7 8,5¢t0,6 7,1#0,5 7,5t0,6 7,7t0,7 7,9+0,8 0,0+0,0
DR5::GUS
bwarf/ 2,3t0,9 4,0¢1,3 7,0£1,3 9,0+1,7 11,114 12,0+1,0 15,3409 13,8+0,5 12,5¢0,6 12,3#0,2
358::CcGA200x1 >0 HOELs AUxls 9.0%L7 1L AxLa 150xLU 15,3209 13,820,5 12,530,6 12,320,
Dwarf/

355::CcGA200x1/ 2,740,8 3,6+1,1 6,709 9,6+1,2 10,4+1,1 11,7+#1,3 14,7+1,2 14,1+0,7 12,6+0,8 11,7+0,7
pSIGA200x1::GUS

dgt 6,9+2,5 10,8+2,1 12,1+1,7 10,840,5 6,8+1,3 8,4+1,3 0,0+0,0 0,000 0,0:0,0 0,0:0,0
dgt/

+ + + + + + + + + +
pSIGA200x1::GUs 323 11,2%19 11,3414 11,4407 7,6+1,1 7,9:0,8 0,000 0,0:00 0,000 0,0¢0,0
entire 5,30,4 58:0,7 59+0,4 50+0,8 42+04 4003 4,6+0,6 4,9:04 0,000 0,0:0,0
entire/

+ + + + + + + + + +
pSIGA200x1::GUS 4,9t0,5 5,6t0,8 5,7t0,7 5,6%0,7 4,6+0,6 4,4t0,5 4,7+0,5 4,6:0,5 0,0:0,0 0,00,0
entire/ 5,140,4 5507 56+0,5 53%0,7 4,304 4105 4,3%0,5 4,8:04 0,0+0,0 0,0+0,0
DRS--GUS
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La Fig. 30 muestra la arquitectura representativa de cada linea. Las comparaciones
gue se describen a continuacién se llevaron a cabo entre MT y los distintos mutantes
(35S::CcGA200x1, procera, Dwarf, Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire). Posteriormente se
analizé el posible efecto de la introduccidn de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS
sobre el fenotipo.

La longitud de los brotes laterales de MT disminuyd gradualmente desde la base de
la planta hasta la parte superior. Por ello la arquitectura de las plantas a los 90 dias de la
siembra se asemeja a un cono truncado.

En 35S::CcGA200x1 las tres yemas inferiores de no se desarrollaron incluso pasados
tres meses de la siembra. Desde el brote de la axila 4 hasta el de la axila 7 la longitud
aumentd significativamente. La longitud se redujo en los brotes posteriores.

procera no desarrollé los brotes axilares en las tres yemas inferiores de la planta. No
hubo diferencias significativas en la longitud de los brotes desarrollados posteriormente,
salvo el cuarto brote, que fue significativamente mas corto.

Dwarf presentd una longitud mayor de los brotes laterales que MT. Una diferencia
importante respecto a MT es que Dwarf desarrollé mas brotes laterales debido a su mayor
numero de hojas.

La longitud de los brotes en el hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 aumento
significativamente desde el brote 1 al 7. La longitud en los brotes posteriores fue igual. La
arquitectura de las plantas fue semejante a un cono invertido, lo que la diferencié de MT
que mostrd una arquitectura de cono truncado

En dgt la mayor longitud de los brotes axilares 3, 4 y 6 respecto a MT, produjo un
cambio de arquitectura, de cono truncado (en MT) a évalo (en dgt).

En entire la longitud de los brotes fue similar a los de MT. La arquitectura de la
planta fue cilindrica.

3.5.Efecto de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS sobre la
longitud de los brotes axilares de las lineas mutantes

Como se ve en la Tabla 13, la incorporacién de los transgenes pSIGA200x1::GUS y
DR5::GUS en MT y sus mutantes (35S::CcGA20ox1, procera, Dwarf, dgt, entire y
Dwarf/35S::CcGA200x1), no alterd significativamente su fenotipo. Esto indica que los
resultados de expresién de pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS en las lineas mutantes, que se
describiran mas adelante, no estan afectadas por la presencia de los transgenes.
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Fig. 30: Longitud final de los brotes laterales.
Se representan los datos a ambos lados del eje de coordenadas como simil a la disposicidn en la
realidad. La linea punteada representa la forma geométrica de la planta.
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Localizacion de la expresion de SIGA200x1 en ovarios durante
la fructificacion
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ILA.- Analisis de la expresion de SIGAZ200x1 en ovario
mediante el gen delator GUS

Se pretende conocer el efecto de la polinizacién y la aplicacién de GA; y 2,4-D sobre
la regulacion de la expresion de SIGA20ox1. Para ello se utilizaron distintas lineas
mutantes de MT (35S::CcGA200x1, procera, Dwarf, Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire),
en las que se introdujo la construccién pSIGA200x1::GUS, como se indica en Material y
Métodos, con objeto de usar el gen GUS como delator de la expresion del promotor de
SIGA200x1.

1. Introduccion

Se pretende conocer la regulacién de la expresion del gen SIGA200x1 en ovario tras
la polinizacidn o aplicacién de GA; y 2,4-D en MT silvestre y en plantas con mutaciones que
afectan a biosintesis y respuesta a hormonas (GAs, auxinas y BR). Para ello se utilizaron
lineas en las que se introdujo el transgén GUS, con objeto de usar dicho gen como delator
de la expresién del promotor. Se describen a continuacién los resultados obtenidos de
expresion en las lineas analizadas.

Se investigd el patrén de expresion de GUS en ovarios de tomate a diferentes
tiempos entre 2 dias antes y 10 dias tras la antesis. Las flores fueron emasculadas 2 dias
antes de antesis y en el dia equivalente a la antesis se realizé el tratamiento
correspondiente (polinizacion o aplicacion hormonal). Los ovarios no polinizados y no
tratados se mantuvieron verdes en todos los estadios estudiados.

2. Expresion de pSIGA200x1::GUS en MT

En la linea silvestre con la construccidon pSIGA20ox1::GUS (Fig. 31 y Tabla 15) no se
observo sefial colorimétrica en los ovarios en preantesis ni en antesis (estadios comunes
para todos los tratamientos) (Fig. 31A-B).

En ovarios no polinizados (Fig. 31C-F) no se vio sefial en ninguno de los tiempos
analizados, hasta el dia 10 post-antesis.

En ovarios polinizados (Fig. 31G-J) no hubo sefial hasta el dia 8 después de antesis.
En el dia 10 aparecio seiial dentro del évulo fertilizado.

En ovarios tratados con GA; (Fig. 31K-N) y 2,4-D (Fig. 310-R) (tratamientos que
indujeron la fructificacion del ovario) no se observd sefial en ninguno de los tiempos
analizados, hasta el dia 10 post-antesis.
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Antesis

Fig. 31: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate MT, desde preantessis a 10 dias
tras antesis.

Las flechas indican la localizacidon de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios polinizados de 8
dias en el endospermo y a los 10 dias en el endospermo y embridn. También se indican distintas partes de
los ovarios de tomate: Pe: pericarpo; Sep: septo; Pl: placenta; Co: columela; Ov: 6vulo; End: endospermo;
Em: embridn. Fotos A-G, I-K, O, Q con aumento 10x. Fotos H, L-N, P, R con aumento 4x.
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Tabla 15: Resumen de la localizacion de la seial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de
MT, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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3. Expresion de pSIGA200x1::GUS en la linea 35S::CcGA200x1

La linea pSIGA200x1::GUS /35S::CcGA200x1 se evalud de la misma forma que la
linea silvestre (Fig. 32 y Tabla 16).

Preantesis Antesis

No polinizado

Thie R M _ B SIS R B RE Y G e A

Fig. 32: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate de la linea 355:CsGA200x1, desde
preantessis a 10 dias tras antesis.

Las flechas indican la localizacién de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Las fotos con un recuadro naranja indican que la expresion del transgén se localizé en la mayoria de los
tejidos del ovario, indicando con flechas los tejidos mas relevantes. Para mas detalles ver texto y Tabla 16.
Fotos A-G, I-K, O con aumento 10x. Fotos H, L-N, P-R con aumento 4x.

En los ovarios en preantesis y antesis se observé sefial en la placenta (Fig. 32A-B).

En ovarios no polinizados se observé sefial en la placenta tras dos dias de la antesis
(Fig. 32C), mientras que en los tiempos posteriores no se observo sefial (Fig. 32D-F).

A los dos dias de la polinizacidn se observd una sefial generalizada en los tejidos del
ovario (Fig. 32G) y tras 5 dias la sefal se intensificd en la placenta (Fig. 32H). A los 8 dias se
observé seinal en los integumentos del dvulo, calaza, columela, endocarpo y mesocarpo
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(Fig. 321). 10 dias después de la polinizacion (Fig. 32J) los évulos presentaron sefial en
todos los tejidos salvo el exocarpo.

Tabla 16: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de la
linea 355::CcGA200x1, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA;

y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Antesis

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

En ovarios no polinizados tratados con GA; se vio sefial en todos los tejidos tras 2

dias (Fig. 32-K), especialmente en la placenta. A los 5 dias (Fig. 32-L) los ovarios mostraron
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una débil seial en la columela, endocarpo y mesocarpo. Tras 8 dias (Fig. 32M) la sefial se
localizé en la placenta, septos, endocarpo y mesocarpo. Al décimo dia del tratamiento (Fig.
32N), los ovarios presentaron sefial en todos los tejidos.

Los ovarios tratados con 2,4-D mostraron sefial en todos los tejidos y con mayor
intensidad en el pericarpo tras 2 dias del tratamiento (Fig. 320). A los 5 dias se vio sefial en
todos los tejidos, siendo mas intensa en el exocarpo y en la placenta que rodea a los
ovulos (Fig. 32P). La sefial en la placenta aumentd después de 8 dias del tratamiento (Fig.
32Q). A los 10 dias la sefial se intensificd en todos los tejidos del ovario (Fig. 32R).

4. Expresion de pSIGA200x1::GUS en la linea procera

La linea pSIGA200x1::GUS /procera se evalué de la misma forma que la linea
silvestre (Fig. 33 y Tabla 17).

Antesis

Fig. 33: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate de la linea procera, desde
preantesis a 10 dias tras antesis.

Las flechas indican la localizacién de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Para mas detalles ver texto y Tabla 17. Fotos A-D, G, I-K, O con aumento 10x. Fotos E-F, H, L-N, P-R con
aumento 4x.
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Tabla 17: Resumen de la localizacidon de la sefial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de la
linea procera, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

Se observo sefial en la placenta de los ovarios en preantesis (Fig. 33A) y con mayor

intensidad en antesis (Fig. 33B), mientras que no se observd en los ovarios de la linea

pSIGA200x1::GUS (Fig. 33A-B).
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A los 2 dias (Fig. 33C), los ovarios sin tratar presentaron sefial en la placentay a los
5 dias (Fig. 33D) hubo sefial en placenta y pericarpo, aunque de forma mas suave. También
se observd un aumento de tamafiio, coincidiendo con la capacidad partenocdrpica descrita
de ésta linea. Los ovarios de 8 y 10 dias (Fig. 33E-F) no mostraron sefial.

Los ovarios polinizados de 2 y 5 dias (Fig. 33G-H) no presentaron sefial aunque se
aprecia el aumento de tamafo asociado a la polinizacién. Los de 8 dias (Fig. 331) mostraron
sefial en columela, placenta, calaza e interior del évulo. A los 10 dias observé sefial en la
calaza, 6vulos y embridn (Fig. 33J).

En ovarios tratados con GA; (Fig. 33K-N) no se observo seial a los 2 y 5 dias del
tratamiento, mientras que a los 8 y 10 dias se vio una sefial muy débil en la placenta y muy
cerca de los évulos.

Tras 2 y 5 dias de la aplicacién de auxina, los ovarios mostraron sefial en la columela
(Fig. 330-R). A los 8 dias se vio sefial en la columela y en la base de los évulos (Fig. 33Q).
Esta sefial se intensificd en los ovarios de 10 dias (Fig. 33R).

5. Expresion de pSIGA200x1::GUS en la linea Dwarf

La linea pSIGA200x1::GUS /Dwarf se evalud de la misma forma que la linea silvestre
(Fig. 34 y Tabla 18).

Los ovarios en preantesis (Fig. 34A) presentaron sefial en la placenta, al contrario
qgue en la linea silvestre.

Los ovarios en antesis (Fig. 34B) y los no tratados entre 2 y 10 dias (Fig. 34C-F) no
presentaron sefial en ninguno de los tejidos.

Los ovarios polinizados de 2 dias (Fig. 34G) no presentaron sefial. A los 5 dias hubo
sefial en la placenta y a los 8 también en la calaza (Fig. 34H-1). A los 10 dias (Fig. 34)) se
observo sefial en los évulos e intensamente en el embridn. También se observé seiial en la
calaza y en la placenta, aunque a niveles mas bajos que en el embridn.

Los ovarios tratados con GA; presentaron sefial en placenta a los 2 y 5 dias del
tratamiento (Fig. 34K-L). A los 8 dias (Fig. 34M) se vio se vio sefial en placenta y columela 'y
a los 10 dias (Fig. 34N) hubo sefial en placenta y haces vasculares del pericarpo.

Todos los ovarios tratados con auxinas (Fig. 340-R) mostraron sefial, mientras que
en la linea silvestre no se observd sefial. A los 2 dias (Fig. 340) se vio sefial en endocarpo,
columela y placenta. Tras 5, 8 y 10 dias (Fig. 34P-R) también se observd sefal en el
mesocarpo.
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Antesis

Fig. 34: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate de la linea Dwarf, desde
preantessis a 10 dias tras antesis.

Las flechas indican la localizacidn de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Para mas detalles ver texto y Tabla 18. Fotos A-G, K, O con aumento 10x. Fotos H-J, L-N, P-R con aumento 4x
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Tabla 18: Resumen de la localizacidn de la sefial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de la
linea Dwarf, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Embrion

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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6. Expresion de  pSIGAZ200x1:GUS en el hibrido
Dwarf/35S::CcGA200x1

La linea pSIGA200x1::GUS /Dwarf/35S::CcGA200x1 se evalud de la misma forma que
la linea silvestre (Fig. 35y Tabla 19).

Antesis

LN

5 dpa

A T, EERLE T N ST w&

Fig. 35: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate del hibrido 355:CsGA200x1/Dwarf,
desde preantessis a 10 dias tras antesis.
Las flechas indican la localizacion de la expresidn del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Las fotos con un recuadro naranja indican que la expresion del transgén se localizé en la mayoria de los
tejidos del ovario, indicando con flechas los tejidos mas relevantes. Para mas detalles ver texto y Tabla 19.
Fotos A-G, K, O con aumento 10x. Fotos H-J, L-N, P-R con aumento 4x.

Los ovarios en preantesis (Fig. 35A) presentaron sefial en la placenta, al contrario
gue en la linea silvestre.

Los ovarios en antesis (Fig. 35B) y los no tratados entre 2 y 10 dias (Fig. 35C-F) no
presentaron sefal en ninguno de los tejidos.

Los ovarios polinizados de 2 dias (Fig. 35G) no presentaron sefial. A los 5 dias hubo
sefial en la placenta y a los 8 también en la calaza (Fig. 35H-1). A los 10 dias (Fig. 35J)) se

89



Resultados Il

observo senal en los dvulos e intensamente en el embrion. También se observo sefial en la
calaza y en la placenta, aunque a niveles mas bajos que en el embridn.

Los ovarios tratados con GA; presentaron sefial en placenta a los 2 y 5 dias del
tratamiento (Fig. 35K-L). A los 8 dias (Fig. 35M) se vio sefal en placenta y columela y a los
10 dias (Fig. 35N) hubo sefial en placenta y haces vasculares del pericarpo.

Todos los ovarios tratados con auxinas (Fig. 350-R) mostraron sefial, mientras que
en la linea silvestre no se observd sefial. A los 2 dias (Fig. 350) se vio sefial en endocarpo,
columela y placenta. Tras 5, 8 y 10 dias (Fig. 35P-R) también se observd seial en el

mesocarpo.
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Tabla 19: Resumen de la localizacion de la seiial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios del
hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados

con GA3;y 2,4-D.

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Preantesis

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

2DPA

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

5DPA

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

8DPA

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

10DPA

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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7. Expresion de pSIGA200x1::GUS en la linea dgt

La linea pSIGA200x1::GUS /dgt se evalud de la misma forma que la linea silvestre
(Fig. 36 y Tabla 20).

Preantesis

No polinizado

— — .‘% .
” A e
o ‘

2 dpa

5 dpa

Fig. 36: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate de la linea dgt, desde preantessis a
10 dias tras antesis.

Las flechas indican la localizacidn de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Para mas detalles ver texto y Tabla 20. Fotos A-H, K, O, P con aumento 10x. Fotos I-J, L-N, Q, R con aumento
4x.

Los ovarios en estado de preantesis presentaron sefal en la placenta (Fig. 36A),
mientras que en los ovarios en antesis (Fig. 36B) y en los no polinizados (Fig. 36C-F) no se
observé sefial en ninguno de los tiempos estudiados.

Tras la polinizacién, los ovarios de 2 dias (Fig. 36G) no presentaron sefial. En los
ovarios de 5 y 8 dias (Fig. 36H-1) se vio sefial en la placenta. A los 10 dias (Fig. 36J) se
observé sefial en la placenta y en la columela.

En ovarios tratados con GA; (Fig. 36K-N) no se observd sefial en ninguno de los
tiempos estudiados, al igual que en la linea silvestre.
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Tras 2 dias del tratamiento con auxina (Fig. 360), los ovarios mostraron sefial en la

placenta. A los 5 dias (Fig. 36P) se vio sefial en placenta y endocarpo. Al octavo dia (Fig.

36Q) también se observd en columela, mientras que en los ovarios de 10 dias (Fig. 36R)

s6lo mostraron sefal en columela y septos.

Tabla 20: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de la
linea dgt, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares
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8. Expresion de pSIGA200x1::GUS en la linea entire

La linea pSIGA200x1::GUS /entire se evalud de la misma forma que la linea silvestre
(Fig. 37 y Tabla 21).

Preantesis Antesis

No polinizado Polinizado GA,

8 dpa 5 dpa 2 dpa

Da

10d

Fig. 37: Patron de expresion de pSIGA200x1:GUS en ovarios de tomate de la linea entire desde preantessis
a 10 dias tras antesis.

Las flechas indican la localizacidn de la expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en los ovarios de tomate.
Para mas detalles ver texto y Tabla 21. Fotos A-D, F-H, K, L, O con aumento 10x. Fotos E, I, J, M, N, P-R con
aumento 4x.

En estado de preantesis (Fig. 37A), los ovarios no presentaron sefial, mientras que
en antesis (Fig. 37B) hubo sefial en la columela.

En los ovarios no polinizados (Fig. 37C-F) no se observé sefial en ninguno de los
tiempos estudiados.

Los ovarios polinizados (Fig. 37G-J) no presentaron sefial hasta el dia 10, donde se
localizé en el interior del dvulo y embridn.

En los ovarios tratados con GA; (Fig. 37K-N) no se vio sefial en ninguno de los
tiempos estudiados.
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Tras el tratamiento con auxinas (Fig. 370-R) no se observd seiial en los ovarios en

ninguno de los tiempos estudiados.

La linea entire sélo se diferencié de la linea silvestre en el estadio de antesis, donde

los ovarios presentaron sefial en la columela, mientras que en la silvestre no.

Tabla 21: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén pSIGA200x1::GUS en ovarios de la
linea entire, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrion

Haces vasculares
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II. B: Analisis de la expresion de SIGA20ox1 mediante
hibridacion in situ.

1. Introduccion

Las GAs juegan un papel importante en la fructificacion del ovario de tomate y sus
niveles estan regulados por la polinizacién y las auxinas. Ambos actlan sobre la ruta de
biosintesis de GAs induciendo la sintesis de la enzima SIGA200x1. Por ello se determiné el
patron de expresién en el ovario del gen SIGA200x1, mediante la técnica de hibridacién in
situ utilizando sondas de RNA marcadas con digoxigenina.

2. Diseiio de las sondas mediante analisis in silico

El gen SIGA200x1 (Solyc03g006880.2) forma parte de una familia génica compuesta
por cuatro miembros en la que se incluyen también SIGA20ox2 (Solyc06g035530.2),
SIGA200x3 (Solyc11g072310.1) y SIGA200x4 (Solyc01g093980.2). Todos ellos codifican
dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato. En la Tabla 22 se dan los datos de longitud
génica, de la regién codificante y de la proteina de los cuatro genes.

Tabla 22: Miembros de la familia génica GA20ox de tomate

Gen Longitud (pb) RNAm (pb) N2intrones N2exones Proteina (aa)
SIGA200x1 1791 1468 2 3 378
SIGA200x2 2199 1358 2 3 372
SIGA200x3 2399 1392 2 3 379
SIGA200x4 2018 1448 2 3 364

En la Fig. 38 se muestra el alineamiento de las secuencias codificantes de los cuatro
genes GA20ox. Se utilizé la herramienta http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ para
poder seleccionar posibles regiones de disefio de sondas especificas de SIGA200x1. En la
misma figura también se representa la localizacion de las sondas especificas de SIGA200x1.
Las secuencias proteicas derivadas de los genes GA20ox de tomate se alinearon y se
observé una alta conservacidn de los aminoacidos, como hacia prever la secuencia génica
(Fig.39).

En la Tabla 23 se dan los datos de porcentaje de similitud y porcentaje de sitios
idénticos, respecto de SIGA200x1, de las secuencias génicas de los miembros de la familia
GA200x de tomate calculadas mediante alineamiento con la herramienta MUSCLE del
programa Geneious 3.6.2. De la misma forma, en la Tabla 24 se presentan los datos de
porcentaje de similitud y porcentaje de sitios idénticos de las secuencias de los genes
SIGA200x2, 3 y 4 de tomate con respecto a las secuencias de las sondas seleccionadas para
la deteccidn de SIGA200x1 mediante hibridacion in situ.
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Fig. 38: Alineamiento de las secuencias de los genes GA20ox de tomate donde se muestra las regiones

seleccionadas para el disefio de las sondas de hibridacion.

Los recuadros azules corresponden a las sondas utilizadas. Los oligos utilizados para la copia y amplificacién
de las sondas se encuentran subrayados en amarillo. El codén de inicio se indica encuadrado en verde y el
codon de stop en rojo.

Tabla 23: Porcentaje de similitud y de sitios idénticos de los genes GA20ox de tomate, con respecto al gen
SIGA200x1

SIGA200x2 SIGA200x3 SIGA200x4
% similitud 65,7 63,8 56,6
% sitios idénticos 67,7 64,2 57,1
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Fig. 39: Alineamiento de la secuencia proteica de los genes GA20ox de tomate.

Tabla 24: Porcentaje de similitud y de sitios idénticos de las sondas seleccionadas para la hibridacion in situ
con los genes GA20ox de tomate.
SIGA200x2 SIGA200x3 SIGA200x4

Sondal Alineamiento completo % similitud 15,9 14,6 15,3
% sitios idénticos 18,5 14,8 17,4

Alineamiento parcial % similitud 54,7 57,6 54,9

% sitios idénticos 54,7 57,6 54,9

Sondall Alineamiento completo % similitud 68,1 53,7 13,9
% sitios idénticos 92,8 87 20,3

Alineamiento parcial % similitud 69,1 66,7 63,7

% sitios idénticos 69,1 66,7 63,7

3. Seleccion de la sonda a utilizar

El patrén de expresion de SIGA20o0x1 se determind mediante hibridacién in situ de
sondas RNA marcadas con digoxigenina utilizando las dos sondas del gen seleccionadas en
el apartado anterior, una localizada en la regidon 5’ (Sonda Il) y otra en la region 3’ (Sonda
[). Con objeto de conocer cual de las dos sondas daba mds sefal, se ensayaron por
separado, obteniéndose una sefial casi inapreciable con la Sonda | (datos no presentados)
y algo mas fuerte con la Sonda Il. Con el fin de aumentar la sefial obtenida se utilizdé una
mezcla de ambas sondas para la hibridaciéon (Fig. 38), lo que permitié la mejora sustancial
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de la visualizacidn de la sefial. Esta técnica permitio duplicar la longitud de zona hibridada,
evitando la hidrélisis de una uUnica sonda de la misma longitud y la generacién de
fragmentos marcados que pudieran hibridar inespecificamente, dando lugar a una sefial
erréonea.

En la Fig. 40 se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de hibridacién in
situ para la eleccidn de la sonda. Se utilizaron ovarios polinizados de 5 y 10 dias.
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Fig. 40: Localizacidn transcritos SIGA200x1 en ovarios polinizados de 5 y 10 dias.

Resultados con una o dos sondas. A-D) ovario polinizado de 5 dias. E-H) ovario polinizado de 10 dias. A-E)
Hibridacidn sonda sens. B-F) Hibridacion sonda antisens Il. C-G) Hibridacién mezcla sondas antisens | y Il. D-
H) Ampliacion de los cortes C y G. Pl: placenta; Ov: évulo; Pe: pericarpo; Co: columela; Em: embridn. Fotos
A-Cy E-G con aumento 4x. Fotos D y H con aumento 10x.

En ovarios polinizados de 5 dias hibridados con la Sonda Il se observd una débil
sefial en placenta y dvulos (Fig. 40B). Esta sefial aumentd con la hibridacidon conjunta de
las Sondas | y Il (Fig. 40C-D). En ovarios polinizados de 10 dias la sefial obtenida con la
Sonda Il fue muy baja intuyéndose en el embridén en formacion (Fig. 40F). En el mismo
estadio hibridado con las sondas | y Il la seial se volvié mds clara tanto en el évulo como
en el embrién (Fig. 40G-H).

Se concluyd por lo tanto que para la dptima visualizaciéon de los transcritos era
necesaria la presencia de ambas sondas.

4. Localizacion de transcritos en ovarios tras polinizacion

En la Fig. 41 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de hibridacién in situ
en ovarios, desde preantesis hasta 10 dias de edad, polinizados y no polinizados.

En preantesis (Fig. 41A) se observd una seiial generalizada en todos los tejidos. La
mayor concentracién de sefial se observé en los ovarios y el tejido vascular.

En los ovarios en estado equivalente a antesis no se observo sefial (Fig. 41B), ni en
los ovarios no polinizados de 2 a 10 dias (Fig. 41G-I).
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Los estadios polinizados presentaron sefal (Fig. 41C-E), asociando el proceso de
polinizacién/fecundaciéon de los ovarios/6vulos con el aumento de GAs en el ovario. Este
aumento de sefial se produjo en la placenta y évulos al tercer dia de la polinizacion. Al
quinto dia, se observd sefial en los haces vasculares, évulos y placenta, con especial
intensidad en las crestas placentarias. 10 dias tras la polinizacion la senal se concentré
especialmente en el embridn.

5. Localizacion en ovarios no polinizados tratados con auxina

Se realizé la localizacion de la expresidn de SIGA200x1 mediante hibridacién in situ
en ovarios no polinizados de 5 dias tras la aplicacion de 2,4-D. El resultado fue una seiial
débil en todos los tejidos, a diferencia de los ovarios polinizados en el mismo estadio que
presentaban la sefial localizada en las crestas placentarias, haces vasculares y évulos.

i) m

Pe

Fig. 42: Localizacion de SIGA200x-1 en ovarios de 5 dias tratados con 2,4-D.

A-C: secciones hibridadas con la sonda sens como control negativo. B-D: secciones hibridadas con la sonda
antisentido SIGA200x-1 I. Se observd una débil acumulacion de mRNA de SIGA200x-1 en todos los tejidos.
Las fotografias se realizaron con un aumento 4x en el caso de Cy D, y con un aumento de 10x en Ay B.
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Localizacion espacial y temporal de auxinas en el ovario
durante la fructificacion
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IILLA.- Analisis de la expresion de DR5 en ovario mediante
el gen delator GUS

Se sabe que las auxinas juegan un papel importante en la fructificacion de tomate.
Para profundizar en este conocimiento se ha llevado a cabo por un lado, el estudio de la
expresion del transgén DR5::GUS como gen delator de la respuesta a auxinas. Y por el otro
el patrén de distribucion del acido inddlacético (IAA) en el ovario de MT mediante
inmunolocalizacion.

1. Introduccion

Se pretende conocer el efecto de la polinizacidn y la aplicacién de GA;z y 2,4-D sobre
la regulacion de la expresion de DR5 (gen de respuesta a auxinas). Para ello se utilizé una
lineas transgénica DR5::GUS de MT en la que se introdujeron los genes Dwarf y entire,
como se indica en Material y Métodos, con objeto de usar el gen GUS como delator de la
expresion de DR5.

Utilizando estas lineas se investigd el patron de expresiéon de GUS en ovarios de
tomate a diferentes tiempos entre 2 dias antes y 10 dias tras la antesis. Las flores fueron
emasculadas 2 dias antes de antesis y en el dia equivalente a la antesis se realizé el
tratamiento correspondiente (polinizacion o aplicacién de GA; o 2,4-D). Los ovarios no
polinizados y no tratados se mantuvieron verdes en todos los estadios estudiados.

La introduccidn del transgén en la linea Dwarf se realizé con objeto de evaluar el
papel de los BR en la respuesta de auxinas y poder comparar el patrén de expresion de
GAs y auxinas, por medio de las construcciones pSIGA200x1::GUS y DR5:GUS.

La linea entire representa una oportunidad de estudiar la interaccidn existente entre
auxinas y GAs en la fructificacidn, ya que el IAA9 es un elemento de la respuesta auxinas
que cuya transcripcidén se reduce tras la polinizacion y su regulacidon negativa induce la
partenocarpia (Wang et al. 2009).

2. Expresion de DR5 en MT

Se analizé el patrén de expresidn del transgén DR5::GUS en el cultivar MT en ovarios
a diferentes tiempos entre 2 dias antes y 10 dias después de antesis (Fig. 43 y Tabla 25).

En ovarios en preantesis (Fig. 43A) se observé sefal en columela, endocarpo y
ovulos. Los ovarios en estadio equivalente a antesis (Fig. 43B) y los no polinizados no
presentaron sefal en ninguno de los tejidos (Fig. 43C-F).

Los ovarios polinizados de 2 dias (Fig. 43G) mostraron sefial en la columela,
pericarpo, placenta y dvulos. Tras 5 dias de la polinizacion (Fig. 43H) se vio sefial en la
columela, septo, mesocarpo, endocarpo, placenta e interior del évulo. A los 8 dias (Fig.
431) hubo sefial en la columela, septos, mesocarpo, endocarpo, placenta, calaza, embriény
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haces vasculares. Los ovarios polinizados de 10 dias (Fig. 43J) presentaron sefial en
columela, septos, endocarpo, mesocarpo, haces vasculares, calaza y embrion.

Preantesis Antesis

5 dpa

Fig. 43: Patron de expresion de DR5 en ovarios de tomate entre preantesis y 10 después de antesis.

Las flechas indican la localizacién de la expresion del transgén DR5::GUS en los ovarios de tomate. Las fotos
con un recuadro naranja indican que la expresién del transgén se localizé en la mayoria de los tejidos del
ovario, indicando con flechas los tejidos mas relevantes. Para mds detalles ver texto y Tabla 25. Fotos A-G, K,
L, O con aumento 10x. Fotos H-J, M, N, P-R con aumento 4x.

Tras la aplicacidon de GA; a los ovarios (Fig. 43K-N), no hubo sefial en los tejidos en
ninguno de los tiempos estudiados.

Los ovarios tratados con auxinas de 2 dias (Fig. 430) tuvieron sefial en la columela,
septos, y pericarpo. Tras 5 dias del tratamiento (Fig. 43P), la sefial también se encontré en
la placenta. Al octavo dia (Fig. 43Q) la sefial se vio en los mismos tejidos que a los 5 dias,
pero la intensidad fue sustancialmente mayor. A los 10 dias la sefial (Fig. 43R) se localizé
en todos los tejidos excepto en el exocarpo.
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Tabla 25: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén DR5::GUS en ovarios de la linea
silvestre, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA

y 2,4-D.

Preantesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

Antesis

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA,

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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3. Expresion de DR5 en la linea Dwarf

La linea DR5:GUS/Dwarf se evalué de la misma forma que la linea silvestre (Fig. 44 y
Tabla 26).

Preantesis Antesis

A%

e ,..»11"

Fig. 44: Patron de expresion de DR5 en ovarios de tomate de la linea Dwarf, desde preantessis a 10 dias

tras antesis.

Las flechas indican la localizacién de la expresidn del transgén DR5::GUS en los ovarios de tomate. Las fotos
con un recuadro naranja indican que la expresidon del transgén se localizd en la mayoria de los tejidos del
ovario, indicando con flechas los tejidos mas relevantes. Para mas detalles ver texto y Tabla 26.

Los ovarios en preantesis, antesis y no polinizados (Fig. 44A-F), no presentaron
senal.

A los 2 dias de la polinizacién (Fig. 44G), hubo sefial en la columela y de forma muy
suave en la placenta. Los ovarios polinizados de 5 dias (Fig. 44H) presentaron sefial en la
placenta y en el interior del évulo. En los ovarios de 8 dias (Fig. 441) se detectd seial en el
mesocarpo, endocarpo y septos. También en los haces vasculares, calaza, placenta, y
embrion. Al décimo dia (Fig. 44J) la sefial se localizo en el mesocarpo, septos, placenta,
calaza y embrién.
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Tras 2 dias del tratamiento con GA; (Fig. 44K), los ovarios presentaron sefial en la

columela y placenta. En los ovarios de 5 dias (Fig. 44L) se vio sefial en la columela,

mientras que los ovarios de 8 y 10 dias no mostraron sefial (Fig. 44M-N).

Tabla 26: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén DR5::GUS en ovarios de la linea

Dwarf, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

PREANTESIS

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

ANTESIS

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA,

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA,

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA;

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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Los ovarios tratados con 2,4-D de 2 dias (Fig. 440) presentaron sefial en todos los
tejidos, aunque con mayor intensidad en el pericarpo. A los 5 dias (Fig. 44P) se vio sefial en
todos los tejidos excepto en el exocarpo. Al octavo dia (Fig. 44Q) hubo sefial en todos los
tejidos salvo en el exocarpo y placenta. En ovarios de 10 dias (Fig. 44R), tras la aplicaciéon
de auxinas, se vio sefial en la columela, mesocarpo, placenta, calaza, pseudoembridén y
haces vasculares.

4. Expresion de DR5 en la linea entire

La linea DR5:GUS/entire se evalud de la misma forma que la linea silvestre (Fig. 45
y Tabla 27).

Preantesis

No polinizado

RIS

Fig. 45: Patron de expresion de DR5 en ovario de la linea entire entre preantesis y 10 dias tras la antesis.
Las flechas indican la localizacion de la expresion del transgén DR5::GUS en los ovarios de tomate. Las fotos
con un recuadro naranja indican que la expresién del transgén se localizé en la mayoria de los tejidos del
ovario, indicando con flechas los tejidos mas relevantes. Para mas detalles ver texto y Tabla 27.
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Tabla 27: Resumen de la localizacion de la sefial de expresion del transgén DR5::GUS en ovarios de la linea

entire, entre preantesis y 10 dias tras antesis polinizados, no polinizados y tratados con GA; y 2,4-D.

PREANTESIS

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

ANTESIS

Columela

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Ovulo

Haces vasculares

2DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

5DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA,

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

8DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA3

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares

10DPA

Columela

No polinizado

Polinizado

GA,

2,4-D

Septo

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Placenta

Calaza

Ovulo

Embrién

Haces vasculares
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Los ovarios en estado de preantesis y antesis (Fig. 45A-B) presentaron sefial en la
columela.

Los ovarios no polinizados de 2 y 5 dias (Fig. 45C-D) mostraron seinal en la columela,
mientras que en los de 8 y 10 dias (Fig. 45E-F) no se vio sefial.

Los ovarios polinizados de 2 dias (Fig. 45G) tuvieron sefial en la columela, placenta y
Ovulos. Tras 5 dias se vio (Fig. 45H) sefial en la columela, septos, mesocarpo, placenta,
calaza y saco embrionario. Al octavo y décimo dia (Fig. 45I-J) los ovarios presentaron sefial
en los septos, calaza, embrién y haces vasculares.

Tras 2 dias de la aplicacién de GA; (Fig. 45K), los ovarios mostraron sefial en la
columela y el mesocarpo. En los ovarios de 5 dias (Fig. 45L) la sefial se localizd en la
columela, la placenta y en el interior de los évulos. A los 8 y 10 dias (Fig. 45M-N) se
observé sefial en los septos, mesocarpo, calaza e interior de los dvulos.

Los ovarios de 2 dias tratados con auxinas (Fig. 450) no presentaron sefal. Alos 5, 8
y 10 dias (Fig. 45P-R) se observd sefial en la columela, septos, mesocarpo, placenta, calaza,
haces vasculares e interior de los évulos.
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II1.B. Analisis del contenido de IAA en el ovario mediante
inmunolocalizacion

Por eso se ha estudiado el patrén de distribucidn del acido inddlacético (IAA) en el
ovario de MT mediante la inmunolocalizacién de IAA. Se analizaron los siguientes estadios:
dia de antesis y 1, 3, 5 y 10 dias post antesis. Los estadios post antesis se evaluaron en
ovarios tanto polinizados como no polinizados. En todos los casos se emascularon las
flores 2 dias antes de la antesis a fin de evitar la autopolinizacién.

Al tratarse de un inmunoensayo con sefial colorimétrica, la intensidad de color estd
asociada a la cantidad de auxina presente en el tejido, es decir, a mayor intensidad mayor
concentracion de hormona.

En la Fig. 46 se muestra la distribucién de IAA en ovarios polinizados y no
polinizados en distintos estadios de desarrollo.

A . B C y D

ki 2 i . | e
Fig. 46: Inmunolocalizacién de IAA en distintos estadios de ovarios en desarrollo del ovario de MT.

A) Ovario en antesis. B) Control sin anticuerpo primario (ovario no polinizado de 3 dias). C) Control sin
anticuerpo secundario (ovario polinizado de 3 dias). D) Control sin fijacién de IAA (ovario polinizado de 5
dias). E-H) Ovarios polinizados de 1, 3, 5 y 10 dias. I-J) Ovarios no polinizados de 1, 3, 5y 10 dias. Ov: ovario;
Pl: placenta; Hv: haces vasculares; Co: columela; Se: septo; Pe: pericarpo; Cp: cresta placentaria; Em:
embrién.

En el estadio equivalente a la antesis se detectdé mayor intensidad de sefial en los
ovulos y, a su vez, presentd una sefial uniforme en el resto de tejidos del ovario (Fig. 46-A).

Los niveles de concentracién de IAA descendieron en los ovarios no polinizados de 1
dia (Fig. 46-1). Sin embargo, la polinizacidon provocé en un aumento de IAA en todos los
tejidos del ovario (Fig. 46-E).

A los 3 dias, la diferencia de tamafo entre los ovarios polinizados y emasculados se
hizo evidente. En los polinizados se observd un aumento de sefial en los haces vasculares
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(Fig. 46-F), mientras que en los no polinizados fueron iguales a los ovarios no polinizados
de 1 dia (Fig. 46-J).

En ovarios polinizados de 5 dias la sefial aumentd en haces vasculares, évulos y
crestas placentarias respecto a los ovarios de 1 y 3 dias. También se observo sefial en los
haces vasculares del pericarpo del ovario. El resto de los tejidos del ovario presentd una
sefial mas baja (Fig. 46-G). Los ovarios no polinizados de 5 dias no presentaron diferencias
respecto a los ovarios de 1y 3 dias.

10 dias después de la polinizacion, los ovarios tenian una sefial muy intensa en el
embridn, siendo el tejido del ovario con mayor intensidad de color. El resto de tejidos
mostré una sefial baja. Los ovarios no polinizados de la misma edad no se desarrollaron,
confirmando la ausencia de partenocarpia facultativa de MT. La seiial de IAA no difirié del
resto de estadios emasculados, mostrando color en todos los tejidos de forma dispersa.

La polinizaciéon provocé un rapido aumento del contenido de IAA en todos los
tejidos del ovario. La sefial se incrementd en los haces vasculares que nutren a los évulos
tras 3 dias de la polinizacién y a los 5 dias se intensificd. Los dvulos y las crestas
placentarias tuvieron la sefial mas alta al quinto dia de la polinizacion. A los 10 dias se
observé una senal muy intensa en el embridn, siendo el tejido del ovario con mayor
intensidad, mientras que el resto de tejidos mostrd una sefial baja.

Los resultados obtenidos indican que las auxinas no desaparecen de los tejidos del
ovario aunque no ocurra la polinizacién, pero que sus niveles son bajos y la distribucién es
homogénea en los diferentes tejidos.
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Fenotipo de Micro-Tom (MT) y mutantes hormonales

MT es una planta modelo debido a su rapido crecimiento y baja estatura (Scott &
Harbaugh 1989). Ademas presenta crecimiento y desarrollo partenocarpico del fruto en
respuesta a la aplicacidon de giberelinas (GAs) y auxinas, similar al descrito en cultivares de
tomate no enanos (Serrani, Fos, et al. 2007).

Se dispone de mutantes de MT cuasi-isogénicos, obtenidos mediante introgresion,
de genes relacionados con el metabolismo y modo de accién de diversas hormonas
(Carvalho et al. 2011) (para mas informacion visitar
http://www.esalq.usp.br/tomato/index.html). De estos mutantes, para nuestro trabajo se
seleccionaron procera (que presenta baja respuesta a GAs), Dwarf (que posee niveles
normales de BR), dgty entire (Que muestran alterada la respuesta a auxina). Junto a estos
mutantes utilizamos la linea transgénica CsGA20ox1 (Garcia-Hurtado et al. 2012) (que
sobreexpresa un gen de biosintesis de GAs).

la linea MT 'y los mutantes 35S5::CcGA20ox1, procera, Dwarf,
Dwarf/35S::CcGA200x1, dgt y entire, se compararon simultdneamente con objeto de
analizar las diferencias fenotipicas provocadas por la presencia de dichas mutaciones. De
la misma forma, se analizd si la introduccion de los transgenes pSIGA200x1::GUS o
DR5::GUS alteraba el fenotipo de las lineas mutantes originales. La introduccién de estos
transgenes se realizd mediante cruce dirigido en el invernadero y, posteriormente, se
obtuvieron las lineas dobles homocigotas. Es de destacar que la caracterizacién de todas
las lineas, tanto de los mutantes originales como de las dobles homocigotas, se realizo al
mismo tiempo en el invernadero, y no por separado (como ha sido hecho por otros
autores).

El fenotipo de las lineas que encontramos (ver Resultados 1) fue esencialmente igual
al descrito por otros autores (Bassel et al. 2008; Carrera et al. 2012; Garcia-Hurtado et al.
2012; Wang etal. 2005; Oh etal. 2006; Carvalho etal. 2011; Bishop etal. 1999). En
particular, comparada con MT, es de destacar la mayor altura y partenocarpia de las lineas
355::CcGA200x1 y procera, el incremento de altura y complejidad de la hoja de Dwarf, la
baja estatura y las hojas curvadas de dgt y las hojas simples de entire.

Cuando se compararon los 17 fenotipos vegetativos y reproductivos analizados de
las lineas, y se ordenaron éstas de mayor a menor numero de fenotipos parecidos a MT
(ver Tabla 28), se encontrdé que la mas parecida al fenotipo silvestre (MT) fue dgt, que
compartié 10 caracteristicas. Vienen después Dwarf con 7; entire con 6; las lineas
35S::CcGA200x1 y procera, ambas con 4, y, Dwarf/35S::CcGA200x1 con 3.

Los fenotipos mas constantes entre MT y los mutantes 35S::CcGA200x1, Dwarf,
Dwarf/35S::CcGA200x1, y dgt fueron la relacion de la longitud pistilo/cono y el area de
pétalos/sépalos, donde todas las lineas fueron iguales. Las excepciones fueron procera
(que posee pistilo exerto; ver Carrera et al. 2012) y entire (que posee sépalos de menor
tamafio). En general, las caracteristicas florales fueron mas constantes que las vegetativas
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entre las lineas, lo que sugiere que el control del desarrollo floral es mas fuerte (menos
plastico) que el desarrollo vegetativo. Por el contrario, las caracteristicas mas variables
entre las lineas fueron la altura y el nimero de hojas, ya que en ninguna linea estos
fenotipos fueron iguales a los de MT. Esto indica que las caracteristicas vegetativas estan
controladas por un balance hormonal entre, al menos, las hormonas GAs, BR y auxinas,
todas ellas representadas en los mutantes analizados.

Tabla 28: Resumen de las diferencias significativas existentes entre MT y sus mutantes para las diferentes
caracteristicas fenotipicas evaluadas.

Las distintas letras indican que los datos son significativamente diferentes entre ellos (mediante estudio
estadistico ANOVA para p <0,05). L. cono est., longitud cono estaminal; Pistilo/cono, relacién longitud

pistilo/cono; Pétalos/sépalos, relacion areas pétalos/sépalos% P natural, % partenocarpia natural; % P em, %
partenocarpia tras emasculacion; N2 pétalos/flor, nimero medio de pétalos por flor.

Caracteristica MT 35S:CcGA200x1 procera Dwarf Dwarf/35S:CcGA200x1 dgt entire

Altura a b c d e f g
Diametro tallo ab cd ac ab d d b
Longitud hoja ab b c d e a bc

Ne¢ foliolos a a a b c a d
Ancho hoja a bc ab f e c d
N2 hojas a de d e e b C

N2 flores ab cd d b ac acd d
Antesis (dias) a b b a b b b
Area sépalos a b b b c a b
Area pétalos a b b c d a a
L. cono est. a b b c d e e
Longitud pistilo a b C C d e e
Pistilo/cono ab b c a b ab b
pétalos/sépalos abc cd bc a ab bc d
% P. natural a b c ab d a ab
% P. em. a b d ab c ab ab

Ne pétalos/flor a c d b b a Cc

Las lineas 35S5::CcGA200ox1 vy procera fueron muy parecidas entre ellas,
compartiendo caracteristicas fenotipicas asociadas al aumento del contenido de GAs, en
particular mayor altura y capacidad partenocarpica. Sin embargo, la tasa de partenocarpia
fue mucho menor en 35S::CcGA200x1 (ver Resultados |, Tablas 11 y 12). El fenotipo de
ambas es parecido y la sobreexpresion de GAs se asemeja a la mutacién procera, aunque
no es idéntica. Esto indica que la sobreexpresién de GAs representada por la linea
355::CcGA200x1 no puede sustituir por completo al mutante procera en los estudios de
sefial y respuesta de GAs.

Dwarf florecié al mismo tiempo que MT, tuvo mds hojas y no presentd
partenocarpia. Esto muestra que el crecimiento vegetativo de Dwarf es mas rapido que el
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de MT y que la baja capacidad partenocdrpica de MT no aumenta en presencia de BR. Por
tanto, cabe concluir que el uso del mutante Dwarf frente a MT podria ser ventajoso, ya
gue no presenta bajo contenido de BR comparado con MT, una razdén que ha puesto en
cuestion los resultados sobre fructificacion obtenidos con MT por algunos autores.

Como se ha mencionado anteriormente, Dwarf y 355::CcGA200x1 fueron mas altos
y 355::CcGA200x1 mostré mas partenocarpia que MT. Hemos encontrado que el hibrido
Dwarf/35S::CcGA200x1 es mas alto que las lineas individuales y que posee una tasa de
partenocarpia del 75%, frente al 28% y 16% de 35S5::CcGA200x1 y Dwarf, respectivamente.
Esto muestra un efecto sinérgico de las GAs y de los BR en estos fenotipos. Se ha descrito
gue la aplicacién de BR potencia el efecto de las GAs cuando se aplican conjuntamente en
plantulas de MT (Marti et al. 2006). Sin embargo, no existen referencias previas a un
efecto similar sobre la partenocarpia.

El mutante entire, sorprendentemente, no presentd cambios significativos en la
capacidad partenocarpica (ver Tablas 11 y 12 de Resultados I), en nuestras condiciones de
cultivo, a pesar de haberse descrito que plantas de Ailsa Craig que expresan As/AA9
muestran partenocarpia (Wang et al. 2005). Esta aparente contradiccidn puede ser debida
al hecho de que estos autores utilizaron un cultivar diferente y tecnologia antisentido para
anular la expresion del gen. En nuestro caso, el cambio fenotipico mds significativo fue el
incremento del numero de pétalos de la flor, incluso mayor que el que se encuentra en
procera (Carrera et al. 2012).

En nuestro estudio comprobamos que la introduccién de los transgenes
pSIGA200x1::GUS o DR5::GUS en MT, como en sus mutantes, no alteré el fenotipo de las
lineas (ver Tablas 7, 8, 9, 13 y 14 de Resultados 1). Esto indica que la coleccion de lineas
transgénicas generadas puede utilizarse en estudios de expresién de los transgenes, al no
estar afectados los fenotipos por la presencia de dichos transgenes. Estas lineas pueden
utilizarse indistintamente para estudios de expresién y fenotipado.

Regulacion hormonal de la ramificacion

El patron de ramificacion es el resultado de la regulacién espacio-temporal del
crecimiento de las yemas axilares, en cuya regulacion participan factores ambientales y
genéticos. La arquitectura de la planta esta definida principalmente por la ramificacién y
responde a la adaptacion de las plantas al medio que les rodea. El analisis fenotipico de
nuestra coleccién de mutantes de MT puso de manifiesto el papel de diversas hormonas
en la ramificacidn (un objetivo no previsto inicialmente).

Se ha observado anteriormente que la aplicacidon de GAs y la ausencia de la proteina
DELLA (en el mutante procera) producen un patrén de ramificacién anormal (Bassel et al.
2008; Lombardi-Crestana et al. 2012; Martinez-Bello et al. 2015). Por eso, en este trabajo
hemos llevado a cabo un estudio exhaustivo de la ramificacidon en el tiempo y segin la
posicién de la yema axilar, ademas de considerar la longitud final de los brotes laterales,
en la colecciéon de lineas mutantes disponible.
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La ramificacion en MT comenzd a partir de la quinta semana después de la siembra
y, aungue el desarrollo de brotes axilares inferiores (en las yemas 12 y 22) fue mas lento,
alcanzé el 100% en todas las yemas axilares a la novena semana. Las lineas
35S::CcGA200x1 y procera mostraron un retraso en el inicio de la ramificaciéon y no
desarrollaron brotes axilares en las 3 yemas inferiores. Por el contrario, en la linea Dwarf
se encontrd un adelantd en el inicio de ramificacidn, y que todas las yemas axilares tenian
brotes (100% de ramificacidn). Por otro lado, el hibrido Dwarf/35S::CcGA200x1 tampoco
completd la ramificacion tras las nueve semanas de andlisis, aunque a los 90 dias después
de la siembra, momento en el que se midié la longitud de los brotes laterales,
Dwarf/35S::CcGA200x1 habia desarrollado los brotes inferiores. Estos resultados sugieren
qgue mientras las GAs reprimen la ramificacidn, posiblemente a través de DELLA (que
actuaria como inductora), los BR la aumentan, pudiendo llegar a contrarrestar el efecto
represor de las GAs.

La ramificacion del mutante dgt fue un 60% inferior que MT y el desarrollo de los
brotes axilares fue muy escalonado en sentido apical-basal. Estudios anteriores han
descrito al mutante dgt como deficiente en la formacidn de raices laterales (Balbi & Lomax
2003; Oh etal. 2006). En el doble mutante Rgl/dgt, que revierte el fenotipo dgt, se
observé acumulacion de SIPIN4 (Lombardi-Crestana etal. 2012), que es el PIN mas
expresado en tomate, y su supresidén genera un fenotipo similar a dgt con alteraciones en
el desarrollo de brotes axilares (Pattison y Catald 2012). Las auxinas son necesarias para el
desarrollo de los brotes axilares y segun el modelo de canalizacion de auxinas, el
transporte de auxinas desde la yema axilar hacia el tallo, mediado por los PIN, es necesario
para el desarrollo del brote axilar (Rameau et al. 2015). Esto sugiere que el mutante dgt no
desarrolla con normalidad los brotes laterales debido a una posible deficiencia de PIN4.

Por otro lado, la ramificacién de entire fue basipétala, aunque lineas antisentido de
IAA9 han sido descritas con un patron de ramificacién acropétala (Wang et al. 2005). La
diferencia de ramificacién entre entire y lineas antisentido de /AA9 puede deberse a que
los estudios han sido realizados con diferentes cultivares de tomate (MT vy Ailsa Craig,
respectivamente), y a que el efecto de la expresidn antisentido de IAA9 sea distinto al de
la mutacion entire. La regulacidon negativa de IAA9 aumenta la sensibilidad a auxinas,
promueve la elongacién de la raiz principal y el aumento de raices secundarias (Wang
et al. 2005), lo que sugiere que la proteina silvestre IAA9 es un inhibidor de la ramificacion.

Expresion de pSIGA200x1 durante la fructificacion
utilizando GUS como gen delator

La fructificacién produce un incremento de auxinas en el ovario, que inducen a su
vez un aumento del contenido de GAs activas a través de la regulacién positiva de
expresion de genes de biosintesis de GAs. Entre estos, se ha demostrado que la expresion
del gen SIGA200x1 es esencial en el proceso de la fructificacion en tomate (Serrani,
Sanjuan, et al. 2007; Serrani et al. 2008).
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Para conocer si el aumento de expresidon SIGA20o0x1 durante la fructificacién esta
localizado en determinados tejidos o células del ovario, se introdujo en homocigosis el
transgén pSIGA200x1::GUS en MT y se analizé la expresion de GUS en ovarios no
polinizados y polinizados. Ademas, para conocer el efecto de distintas hormonas en dicha
expresion, se introdujo el transgén en las lineas mutantes 35S::CcGA20ox1, procera,
Dwarf, dgt y entire y se analizd el efecto de la aplicacién de GAs y 2,4-D en todas las lineas
obtenidas.

En MT no se observd seial de GUS en ovarios no polinizados en ningun estado de
desarrollo (hasta el dia 10 después de antesis). 355::CcGA200x1 y procera mostraron sefal
en la placenta entre los estadios de preantesis y 2 dias después de antesis, y en procera
también 5 dias después. Esto indica que la partenocarpia propia de estas lineas (en
ausencia de polinizacién) se debe a la expresién de SIGA200x1 en la placenta (que es por
lo tanto el lugar donde tendria lugar la sintesis de GAs activas). También se vio sefial de
GUS en la placenta en Dwarf y dgt en preantesis, confirmando que la placenta es un lugar
de sintesis de GAs en estadios iniciales de desarrollo del ovario, en ausencia de
fecundacién de los dvulos. En los ovarios no polinizados no se observd, en ningun estadio
de ninguna linea, sefial en los évulos.

En ovarios polinizados de MT se encontré sefial de GUS a partir del dia 8 después de
antesis en el saco embrionario y en el embrién. Una expresion similar se observo en el
resto de las lineas analizadas. Esto sugiere que la sintesis de GAs tras la polinizaciéon tiene
lugar en el évulo fecundado, especificamente en el saco embrionario y embrién. Tras la
polinizacidon también se observo seial en la placenta en todas las lineas, aunque a tiempos
diferentes. Nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Serrani et al.
(2008), que mediante PCR semicuantitativa encontraron un ligero aumento de expresion
de GA20ox1 en ovarios enteros 5 dias después de la polinizacién, y en semillas y pericarpo
de ovarios de 10 dias. En nuestro caso, la ausencia de expresion GUS en el pericarpo
puede deberse a una baja sefial en el mismo o a un efecto de diluciéon que no permitié su
visualizacidon con GUS. Es interesante que en algunos casos la sefial de la placenta era mas
intensa en la zona mas proxima al évulo. Esto sugiere que el embridn es una fuente de GAs
y que éstas, o una sefial derivada de ellas, se exportan via funiculo hacia el resto del fruto
como sefial inductora del desarrollo de la placenta, mediante la sintesis de GAs, para
estimular el crecimiento del fruto y rellenar la cavidad locular.

La polinizacién de ovarios de procera indujo expresion de seial de GUS en el ovario
a partir del dia 8, y en 35S5::CcGA200x1 desde el dia 2. Este aumento de sefial en las lineas
procera y 35S5::CcGA200x1 fue inesperado, dado que la expresiéon de SIGA200x1 presenta
retroalimentacion negativa en tejidos vegetativos de MT (Marti et al. 2010). Es posible por
lo tanto que el control por retroalimentacion en ovarios pueda ser distinto al que tiene
lugar en tejidos vegetativos.

Tras la aplicacion de GA; en MT no se observd sefial de GUS, de acuerdo con lo
esperado por el efecto de retroalimentacién negativa de la ruta de las GAs. Pero en
ovarios 355::CcGA20o0x1 aumentd, y en procera se encontré un ligero aumento de sefal,
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de acuerdo con los resultados inesperados en ovarios tras la polinizacién. Por tanto, cabe

concluir que las GAs aumentan la expresion del transgén en el ovario (y por tanto de
SIGA200x1), contrariamente a lo esperado.

El tratamiento con auxina (2,4-D) no indujo la expresién del transgén en MT,
contrastando con el aumento de expresion de SIGA200x1 encontrado previamente en
ovarios tratados con 2,4-D (Serrani, Sanjuan, et al. 2007). Sin embargo, dicho tratamiento
aumento la expresion en el resto de las lineas analizadas. Esto indica que la construccion
del transgén utilizado es capaz de responder a la presencia de auxinas. Esta aparente
contradiccién se analizara en el apartado siguiente, donde discutiremos la regulacién de
expresion de SIGA200x1 mediante localizacion in situ.

Tanto 35S::CcGA200x1 como procera mostraron sefal de GUS en ovarios no
polinizados, pero en procera se prolongd mas en el tiempo, asociada a la mayor capacidad
partenocarpica de procera frente a 355::CcGA200x1. El efecto de la polinizacion y los
tratamientos hormonales sobre la transcripcién de pSIGA200x1::GUS en 35S::CcGA200x1
es mucho mayor que en procera. Es decir, que la sobreexpresion de CcGA200x1 y la
mutacion procera no tienen el mismo efecto sobre la ruta de biosintesis de GAs, aunque el
resultado sobre el fenotipo es similar.

En ovarios Dwarf se vio sefial de GUS en la placenta en preantesis, y tanto con la
polinizacion como con los tratamientos, mostraron mas sefial que en MT. Esto indica que
los BR aumentan la expresidn de GAs interviniendo en la regulacion de la biosintesis de
GAs, posiblemente actuando de modo sinérgico con las auxinas.

La linea dgt mostré un aumento de sefial en ovarios polinizados y tratados con
auxinas. En ovarios entire presentd sefial en antesis, que puede estar relacionada con la
capacidad partenocdrpica descrita de esta linea. Esto sugiere que la proteina no mutada
inhibe la sintesis de GAs de forma directa o indirecta.

Expresion de SIGA200x1 durante la fructificacion mediante
hibridacion in situ

El analisis de expresion de SIGA200x1 obtenidos mediante GUS es indirecto. Por ello
decidimos llevar a cabo el andlisis de dicha expresién mediante localizacién in situ de los
transcritos. En este caso se realizé solo en ovarios no polinizados y polinizados en distintos
estadios de desarrollo, entre preantesis y 10 dias después de la antesis.

Como se ha descrito en Resultados II.B, la alta homologia de los genes de la familia
GA20o0x dificulta la deteccidon especifica de los mismos. También comentamos las
dificultades técnicas encontradas con los tejidos tomate, sobre todo en ovarios de
estadios avanzados. Para resolver el primer problema se encontraron dos zonas de la
secuencia de SIGA20o0x1 de alta especificidad y con ellas se realizaron diversas pruebas,
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llegando a la conclusién de que la visualizacidon éptima de sefial se conseguia usando una
mezcla de las dos sondas disefiadas.

En preantesis se encontrd expresion de SIGA20ox1 en todos los tejidos del ovario,
pero especialmente en los évulos (no fertilizados), placenta y haces vasculares. Esto apoya
la hipdtesis de que las GAs estan implicadas en el crecimiento del ovario hasta el momento
de la polinizacién. Es interesante sefialar que, sin embargo, en el estadio equivalente a la
antesis (dia 0), no se vio sefal en ovarios no polinizados, sugiriendo que en ese estado el
ovario esta en reposo (Gillaspy et al. 1993), y que la sintesis de GAs no es necesaria. No se
observé tampoco sefial posteriormente en ovarios no polinizados.

Como hemos dicho, los ovarios no polinizados, hasta el dia 10, no expresaron
SIGA200x1. Por el contrario, en los ovarios polinizados se observd sefial en todos los
estadios analizados. La sefial fue visible a los 3 y 5 dias después de la polinizacién en la
placenta y los Odvulos en crecimiento. A los 5 y 10 dias se puso de manifiesto
especialmente en el embrién en desarrollo, permaneciendo una leve seiial en el resto de
los tejidos. Estos resultados coinciden con el aumento de expresion de SIGA20o0x1
detectado tras la polinizacidon en évulos enteros (Serrani, Sanjuan, et al. 2007), e indican
que la expresion de SIGA200x1 estd implicada en el desarrollo embrionario.

Los resultados obtenidos in situ difieren de los obtenidos mediante GUS (discutidos
en el apartado anterior), donde no se observd sefial en preantesis, ni en polinizados hasta
el dia 10 (también en el embridén y saco embrionario). Esto sugiere que la técnica in situ, a
pesar de su mayor dificultad, es preferible a la deteccion mediante la seial de GUS, ya que
presenta mayor sensibilidad y es una medida directa de la expresién génica.

La aplicacion de 2,4-D mostrd baja expresion in situ en todos los tejidos del ovario,
pero mas intensa en el pseudoembridon. Se ha descrito que la aplicacién de auxinas
estimula el desarrollo de la estructura del pseudoembridn (Serrani, Fos, et al. 2007), y se
ha sugerido que puede jugar un papel importante en la fructificacién por auxinas. Los
resultados apuntan a que pueden ser una fuente de sintesis de GAs. La falta de
visualizacion de expresién en el pseudoembrién mediante la tincién GUS, confirma la
menor sensibilidad de esta técnica.

Cabe concluir que todos los tejidos del ovario son capaces de expresar SIGA200x1,
como se muestra al aplicar 2,4-D. Esto sugiere la existencia de una sefial, tras la
fertilizacion del 6vulo, que induce la expresidon de SIGA200x1 en el dvulo. La expresién del
gen en la placenta puede ser inducida por la misma que en el évulo, o bien por otra
procedente del dvulo tras su fertilizacién.

Localizacion de IAA durante la fructificacion utilizando la
expresion de DR5

Se sabe que tras la polinizacidon tiene lugar un aumento del contenido de auxina en
el ovario, que induce la sintesis de GAs a través de una mayor expresion de GA200x
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(Serrani et al. 2008). Con objeto de localizar donde se encuentran las auxinas en el ovario
tras la polinizacidn, y tras la induccidn de fructificacion mediante aplicacién de GA; o 2,4-
D, se ha estudiado la expresién de DR5 utilizando GUS como gen marcador (medida
indirecta de la presencia de auxina). Los analisis se realizaron en MT vy diversas lineas
mutantes.

En ovarios MT en preantesis (no polinizados) se observé sefal de GUS en columela,
endocarpo y évulos. En el caso de entire (mutante de SIIAA9) se encontrd seial en la
columela. Esto sugiere que las auxinas, como ocurre con las GAs, son necesarias para
completar el desarrollo del ovario antes de antesis. La sefial en entire se mantuvo desde
preantesis hasta 5 dias mas tarde. Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de
que SIIAA9 estd relacionado con la represidon del desarrollo partenocdrpico del ovario
(Wang et al. 2005; Wang et al. 2009) y SIIAA9 actuaria como un represor de la respuesta a
auxinas.

La polinizacidn indujo la expresién de DR5 en MT, Dwarf y entire desde el dia 2
hasta el dia 10 después de antesis. Dicha expresidn se localiza principalmente en funiculo,
saco embrionario y embridn. Nuestros resultados son consistentes con los obtenidos por
Pattison y Catald (2012), que observaron expresion de DR5::GUS y DR5rev::mRFPer en
ovarios de Ailsa Craig. Nuestros resultados apoyan la teoria de éstos autores, donde el
ovulo fecundado es una fuente de auxinas, las cuales son transportadas por el funiculo,
promoviendo el crecimiento de la capa externa de la placenta que rodea a los évulos.

La aplicacién de GA; no indujo sefial de GUS en MT, pero si en Dwarf y entire desde
el dia 2, particularmente en entire. Esto indica que las GAs potencian o inducen la sintesis
0 respuesta a auxinas, sobre todo en entire. Lo que implica la regulacién mutua de la
expresion entre las auxinas y las GAs, sugiriendo que el equilibrio entre ambas hormonas
es esencial para el correcto desarrollo del fruto.

La mayor respuesta de DR5 a GA; en Dwarf, comparada con MT, muestra que existe
un efecto sinérgico entre GAs y BR en la expresion de DR5 durante la fructificacién. Este
efecto es similar al descrito anteriormente en plantulas de tomate por Marti et al. (2006).
Nuestros resultados sugieren que los BR y SIIAA9 son conectores entre las rutas de GAs y
auxinas: mientras que los BR actuarian como activadores de las auxinas en presencia de
GAs, SIIAA9 seria un represor de auxinas en presencia de las GAs.

Como era de esperar, la aplicacidon de 2,4-D indujo la expresién de DR5 en MT,
Dwarfy entire de forma generalizada, aunque ligeramente inferior en entire.

Inmunolocalizacion de IAA en el ovario durante la
fructificacion

La expresién de DR5 es un método indirecto de analisis del contenido o respuesta a
auxinas. Por ello se estudidé también el patron de distribucién de IAA enddgeno mediante
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la inmunolocalizacién de IAA en ovarios no polinizados y polinizados en distintos estadios,
desde antesis a 10 dias tras la antesis.

Resultados previos han demostrado la importancia de las auxinas en la fructificacion
de tomate. En primer lugar, la aplicacion exdgena induce la formacion de frutos
partenocarpicos (Serrani, Fos, et al. 2007). El mismo resultado se ha obtenido mediante la
expresidon en el ovario de genes bacterianos de la ruta de biosintesis de auxinas (Rotino
et al. 1997; Acciarri et al. 2002; Carmi et al. 2003) o impidiendo el transporte de auxinas en
ovarios no polinizados (Serrani et al. 2010). En segundo lugar, existe un incremento de
auxinas en el ovario tras la fertilizacion (De Jong etal. 2009). En este sentido, se ha
descrito que hay mayor concentracion de IAA en las semillas que en el resto de los tejidos
del ovario (Varga y Bruinsma 1976; Mapelli et al. 1978; Devoghalaere et al. 2012; Pattison
42012)

y Cata

Frente a los resultados anteriores, la imnunolocalizacion de IAA realizada en este
trabajo (deteccién directa en el tejido ovarico) proporciona una informacidon nueva vy
relevante, para el entendimiento del proceso de fructificacién, ya que ha permitido
caracterizar los tejidos o células donde se localiza la maxima concentracion de auxinas y
los gradientes de concentracion.

En ovarios no polinizados se encontré una seial generalizada de inmunolocalizacidn
de IAA desde antesis hasta 10 dias después. Fue particularmente intensa en antesis y en
los ovulos. Este resultado, junto al obtenido por Zhang et al. (2011) mediante
inmunoensayo de que en algoddn es necesaria una alta acumulacién de IAA en las células
epiteliales del évulo en antesis para la correcta formacion de fibras de algoddn, sugiere
qgue el IAA participa en la correcta formacién del epitelio del dvulo para su futuro
desarrollo.

Varios estudios han concluido que los integumentos de los dvulos participan en el
crecimiento del fruto. Es el caso del mutante partenocarpico de Arabidopsis fruit without
fertilization (fwf; arf8-4), incrementa el desarrollo de frutos partenocarpicos en presencia
de la mutacién aberrant testa shape (ats), que presenta un Unico integumento en el évulo
(Goetz et al. 2006; Vivian-Smith et al. 2001). Pattison y Catald (2012), por otra parte,
observaron mediante el uso de plantas transgénicas de tomate con la construccion
DR5rev::mRFPer, una fuerte sefial en los integumentos del évulo desde 6 dias antes de
antesis hasta antesis, apoyando la hipétesis de que las auxinas estdn involucradas en el
correcto desarrollo de los integumentos y del saco embrionario anterior a la antesis.

En ovarios de 1 dia tras la polinizacion hemos encontrado mediante inmunoensayo
un aumento de IAA en todos los tejidos del ovario. A los 3 dias se intensifico la sefial en los
haces vasculares que nutren a los évulos. Los ovarios de 5 dias presentaron sefial
especialmente en las crestas de la placenta. Pattison y Catala (2012), utilizando GC-MS,
concluyen que los niveles de IAA en ovarios polinizados de 5 dias, son similares en el
pericarpo y en los tejidos internos. En nuestro caso, tras 10 dias se observé una sefial muy
intensa localizada en el embrién. Puede concluirse que las auxinas no desaparecen de los
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tejidos de ovarios no polinizados, y que su contenido aumenta rapida y significativamente
tras la polinizacion

La sefial obtenida mediante inmunolocalizacidon es mucho mds intensa y clara que la
obtenida mediante la expresiéon de DR5 y el gen reportador GUS. Esto muestra que la
técnica de inmunolocalizacién es mas sensible que la deteccién mediante tincién de GUS,
igual que ocurre con los resultados discutidos antes referentes al andlisis de la expresion
de SIGA200x1.

Modelo propuesto de la regulacion de la transcripcion del
gen SIGA200x1 durante la fructificacion y localizacion espacial
de GAs e IAA

En resumen, proponemos un modelo de la regulacién del gen SIGA200x1 durante la
fructificacidon basado en los resultados obtenidos mediante la localizacion de la expresidn
de los transgenes pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS, hibridacién in situ del gen SIGA200x1 e
inmunolocalizacidn de IAA en el ovario (Figs 47 y 48).

J_ /DELLA
Precursores ——> SIGA200x1 —3> GAs —J_-—} Fructificaciéon

N
DGT —]

— 1aa9 —
Precursores7—> IAA
Polinizacion
=3 Induccién
] Inhibicién

En ovarios no polinizados en estadios previos a la antesis (Fig. 48A-B), los transcritos
de SIGA200x1 vy el IAA se localizan fundamentalmente en los évulos. Las proteinas DELLA
inhiben la fructificacion, impidiendo la sefalizacion de las GAs, asi como de la transcripcién
de SIGA200x1 en el ovario, principalmente en la placenta. Las proteinas DGT y IAA9
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inhiben la respuesta a IAA en placenta y columela, respectivamente. Esto indica que

ambas proteinas son inhibidoras indirectas de la transcripcion del gen SIGA200x1 y de la

fructificacion.
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En estadio de antesis (Fig. 48C), no se localizan transcritos de SIGA200x1 en los
tejidos, mientras que el IAA se localiza en todo el ovario, aunque con mas intensidad en
los dvulos, y especialmente en los integumentos. En este estadio, la proteina IAA9 estaria
localizada, principalmente, en la columela e inhibiria la respuesta a auxinas y la
transcripcidn de SIGA200x1 en dicho tejido.

Tras la polinizacion (Fig. 48D-E), los niveles de IAA aumentan en todos los tejidos del
ovario, especialmente en placenta, dvulos y embridn. El IAA induce la transcripcién del gen
de sintesis de GAs SIGA20ox1, especialmente en placenta, évulos y embridn,
incrementando el contenido de GAs activas e induciendo la fructificacién (Fig. 47). El
aumento de GAs en el ovario induce la transcripcion de SIGA20ox1, a través de la
inhibicidn de la proteina DELLA, asi como la induccién de sintesis o respuesta auxinas en el
ovario. Esta interaccién entre ambas hormonas estaria regulada, al menos en parte, por la
proteina IAA9, que tendria un efecto inhibitorio del efecto de las GAs sobre las auxinas.

Por otro lado, los BR inducen la transcripcion de SIGA20ox1 en el ovario,
principalmente en la placenta, dvulos y embridn. Los BR también inducen un aumento del
contenido, o de respuesta, de IAA en la placenta, calaza y embridn. Por lo tanto, tienen un
efecto sinérgico con GAs y auxinas en el ovario, principalmente en la placenta.
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Conclusiones

Las lineas trangénicas homocigotas generadas en este estudio, en las que se ha
introducido el transgén pSIGA200x1::GUS en el cultivar Micro-Tom (MT) de tomate
y diversos mutantes hormonales (procera, 355::CcGA200x1 Dwarf, dgt y entire), no
difieren fenotipicamente de las lineas originales. Esta coleccion de lineas
constituye una herramienta util para futuros estudios, tanto fenotipicos como de
expresion de SIGA200x1.

La introduccién del gen silvestre Dwarf en MT (que normaliza su contenido en
brasinosteroides, BR) aumenta la altura de la planta pero no prolonga la duracidn
de su ciclo vegetativo ni aumenta la capacidad partenocdarpica de MT. Esto hace
que MT-Dwarf presente la ventaja de que los resultados obtenidos no serian
cuestionados por la ausencia de BR en MT.

El incremento de la altura, y la mayor expresion de pSIGA20ox1::GUS en el
mutante Dwarf y el hibrido Dwarf/355::CcGA200x1, sugieren la existencia de
sinergia entre GAs y BR.

Las GAs inhiben el desarrollo de los brotes laterales en sentido basal-apical,
mediado por la proteina DELLA. El efecto inhibidor es revertido, al menos
parcialmente, por BR.

La localizacion de la expresion de SIGA200x1 en el ovario mediante el gen delator
GUS no se visualizé hasta el dia 8 después de antesis. Por el contrario, la técnica
de hibridacion in situ permitio la visualizacién de la expresién de SIGA200x1 desde
preantesis hasta 10 dias después de antesis. Estos resultados, junto al hecho de
que la localizacién mediante hibridacién in situ es directa, supone una clara
ventaja de esta técnica frente al uso del gen delator GUS.

Los transcritos de SIGA200x1 se localizaron tras la polinizacién, mediante sefal de
GUS e hibridacidn in situ, principalmente en la placenta, dvulo y embridn. La
aplicacién de GAs produjo, en general, un aumento inesperado de la sefial de GUS,
mientras que con las auxinas se observd, mediante hibridacién in situ, una baja
transcripcién, pero uniforme en todos los tejidos del ovario.

La polinizacién indujo la expresion de DR5 (marcador de la respuesta a auxina)
desde el dia 2 hasta el dia 10, principalmente en funiculo, saco embrionario y
embrién. La aplicacién de GA3 en ovarios MT-Dwarf, intensifica la sefial de DR5
respecto de MT, sugiriendo la existencia de un efecto positivo entre las GAs y los
BR sobre la expresién de DR5.

La sefial de IAA obtenida mediante inmunolocalizacidon es mas intensa y clara que
la expresién de DR5 mediante GUS. Supone por lo tanto una clara ventaja frente a
esta Ultima técnica, ademas de ser un método directo de determinacién de IAA.

La sefal encontrada en ovarios en preantesis sugiere que las auxinas y las GAs son
necesarias para el correcto desarrollo del ovario antes de la antesis.
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Conclusiones

La colocalizacién de la expresién de pSIGA20ox1 e I|AA, observada entre
pSIGA200x1::GUS y DR5::GUS, junto a la encontrada con las técnicas de in situ e
inmunolocalizacidon, sugiere que ambas hormonas estdn estrechamente
relacionadas en el desarrollo del embrién.

Los BR y el SIIAA9 parecen jugar un papel de interconectar las rutas de GAs y
auxinas durante la fructificacién. Los BR serian activadores o inductores de la
sintesis de GAs y de IAA, mientras que el gen SIIAA9 actuaria como represor de la
accién de GAs y auxinas.
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