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RESUMEN

El cuajado del fruto es uno de los procesos mas importantes del desarrollo vegetal, de él
dependen la reproduccion y propagacion de la planta, cuando se trata de especies silvestres, y la
produccion en el caso de las especies cultivadas. El estudio de los genes regulados durante este
proceso es crucial para comprender mejor los mecanismos implicados y mejorar el cuajado,
especialmente en condiciones ambientales adversas. El tomate, Solanum lycopersicum, ademas
de ser uno de los principales cultivos de hortalizas, ha sido ampliamente utilizado en
investigacion, tanto basica como aplicada. Sin embargo, la mayoria de estudios del desarrollo del
fruto en esta especie se han centrado en los procesos que tienen lugar durante la maduracién y no
han abordado el estudio del cuajado a gran escala. En este sentido, el estudio de materiales con
capacidad partenocdrpica tiene especial interés, facilita el estudio del cuajado sin interferencia de
los procesos relacionados con el desarrollo del embrién y posibilita el estudio de los estadios
tempranos del desarrollo del fruto independientemente de la polinizacion. Ademds, el empleo de
estos materiales en la mejora es especialmente ventajoso puesto que permite obtener frutos
incluso en ausencia de polinizacién y fecundacion. En tomate existen diversas lineas con
capacidad partenocérpica facultativa, entre ellas RP75/59 que es capaz de producir frutos sin
semillas de las mismas caracteristicas morfolégicas que los frutos normales en ausencia de

fecundacion.

El objetivo general de esta tesis es estudiar el desarrollo del carpelo y el cuajado
partenocdrpico en tomate, lo que servird de base para la mejora del cuajado en condiciones
adversas. Con objeto de mejorar el conocimiento acerca de los procesos bioldgicos implicados en
el cuajado del fruto se aislaron genes implicados en este proceso en tomate. Para ello se empled
la técnica de sustraccion de genotecas y los datos de expresion génica de la especie modelo
Arabidopsis. Al estudiar los genes aislados se comprobd que incluian genes relacionados con
funciones como la respuesta a hormonas, que habian sido previamente relacionados con el
cuajado del fruto. Pero también genes desconocidos, que constituyen una valiosa fuente de
informacion para futuros estudios acerca del cuajado. Ademds, se realiz6 un estudio de
conservacion entre ambas especies y se encontré un alto grado de correlacion, superior al 75%,
lo que demuestra que existen una serie de mecanismos generales implicados en el cuajado del

fruto en dicotileddneas.



Para seguir profundizando en el estudio de los genes implicados en el cuajado del fruto y
entender mejor los mecanismos exactos implicados en el desarrollo del carpelo, se realizd un
analisis transcriptomico del desarrollo y cuajado en tomate. Se empled una variedad control
(UC82), en la que se analizaron el proceso de desarrollo del carpelo, cuajado del fruto y
fecundacién de manera conjunta. Esto ha permitido identificar 2842 genes regulados a lo largo
de estos procesos. Mediante el andlisis funcional del transcriptoma se han determinado las
funciones bioldgicas implicadas en el cuajado, algunas de las cuales ya habian sido encontradas

en el andlisis realizado en Arabidopsis.

Por otro lado, empleando la linea partenocdrpica RP75/59, se ha diseccionado a nivel
transcriptémico el cuajado partenocdrpico del fruto en tomate. Las diferencias de expresion entre
esta linea y la variedad control no partenocdrpica estin centradas en el estadio de antesis.
Probablemente porque a diferencia de lo que ocurre en la variedad control, donde el carpelo cesa
su desarrollo hasta que tienen lugar la polinizacién y fecundacion, en RP75/59 la antesis no es
mads que un estadio transitorio entre carpelo y fruto. En esta linea se han identificado 758 genes
expresados diferencialmente con respecto a la variedad normal. El estudio detallado de los genes
relacionados con hormonas, ha permitido determinar que en RP75/59 la alta concentracion de
GAs en el carpelo se debe a la sobre-expresion de la GA20-oxidasa 3. La concentracion de GAs
posibilita el desarrollo del fruto en ausencia de polinizacién y fecundacién. Ademads, la sobre-
expresion del gen ACOS a lo largo de todos los estadios estudiados alteraria la sintesis de etileno

lo que podria inducir la sintesis de auxinas.

El aislamiento de los genes directamente responsables del fenotipo RP75/59 seria muy
interesante tanto desde el punto de vista cientifico, como aplicado, ya que facilitaria el empleo de
este caracter en programas de mejora. Hasta la fecha no se habian conseguido realizar avances
significativos en este sentido, probablemente debido a las dificultades a la hora de caracterizar
este fenotipo. En esta tesis el analisis de la generacion F2 desarrollada a partir de RP75/59 y
UCS2 ha permitido clarificar la partenocarpia de estos materiales y desarrollar una poblacion
segregante que servird de base para realizar el cartografiado e identificacién de genes implicados

en el control de este caracter y en el cuajado y desarrollo del fruto.



SUMARY

Fruit set is one of the most important processes in plant development, as is needed, for
reproduction of the plant, in wild species, and for production in crops. The study of the genes
regulated during this process is key to understand the mechanisms involved and to improve fruit
set, especially in harsh environments. Tomato, Solanum Lycopersicum, is one of the main
vegetable's crop and has been used in basic and applied research. However, most of the studies
about fruit development in this crop have been focused on the process of ripening and have not
raised the global study of fruit set. About this topic, the research with parthenocarpic accessions
is really interesting. The parthenocarpy provides a tool to study the fruit set without the
background of the processes related with embryo development, and make possible the study of
the first stages of fruit development without taking into account the exit of the pollination.
Besides those materials are really useful in crop breeding as allowed the development of fruits
even without pollination and fecundation. In tomato there are several accessions with facultative

parthenocarpy, such as RP75/59, that can set seedless fruits equal to the seeded ones.

The general topic of this thesis is to study carpel development and parthenocarpic fruit set
in tomato, those studies will be the basis to improve fruit set in harsh conditions. To improve the
knowledge of the biological processes involved in fruit set, the genes implicated in this process in
tomato have been isolated in tomato from a library subtraction of cDNA libraries and from
expression data of the model species Arabidopsis. When the genes isolated were analyzed, were
discovered genes related to response to hormones, that have been previously related with fruit set.
But also unrelated genes, that could be a valuable source of information for future studies about
fruit set. Besides, an analysis of conservation between tomato and Arabidopsis showed a high
degree of correlation, greater than 75%, which showed that there are general mechanisms

involved in dicotyledonae fruit set.

To deepen into the study of the genes involved in fruit set and the mechanisms of carpel
development, a transcriptomic analysis was made in tomato using UCS82 as a control variety.
With that variety, carpel development, fruit set and fecundation were analyzed together. We were
able to identify 2842 genes regulated along those processes. The functional analysis of those
genes has allowed to identify the biological functions related with fruit set, some of which have

been previously identified in the analysis made with Arabidopsis.



The parthenocarpic line RP75/59 has been analyzed at transcriptomic level to study the
parthenocarpic fruit set in tomato. The differences between this line and the control variety
UC82 non parthenocarpic have been found mainly at anthesis. In contrast to the normal
development where the carpel stops its development at anthesis until pollination and fecundation
take place, in RP75/59 anthesis was just one step between carpel and fruit. With that line 758
genes regulated differently with respect to the control line were identified. The analysis of the
genes related with hormones reveled that in RP75/59 the high concentration in GAs is due to the
higher expression of the GA20-oxidase 3. The high concentration of GAs allowed the
development of fruits in absence of pollination and fecundation. Besides the high expression of
the ACOS gene during all the stages analyzed would alter ethylene biosynthesis and might induce

auxin synthesis.

The isolation of the genes that cause the RP75/59 phenotype would be really interesting,
from a scientific and applied point, as would allow the inclusion of this character in breeding
programs. Until now there has not been any significant advances in that direction, probably due
to the problems when characterizing this phenotype. During the development of this thesis, the
analysis of a segregating offspring from the cross between RP75/59 and UC82 was used to
clarify the parthenocarpic phenotype in this accession and to develop a segregating population,
that will be the basis for the mapping and isolation of the genes involved in the control of the

character and fruit set and development.



RESUM

El quallat del fruit és un dels processos més importants del desenvolupament vegetal,
d’ell depenen la reproducci6 1 propagacié de la planta, quan es tracta d’especies silvestres, 1 la
producci6 en el cas de les especies cultivades. L'estudi dels gens regulats durant este procés €s
crucial per a comprendre millor els mecanismes implicats i millorar el quallat, especialment en
condicions ambientals adverses. La tomaca, Solanum lycopersicum, a més de ser un dels
principals cultius d’hortalisses, ha sigut ampliament utilitzat en investigacid, tant basica com
aplicada. No obstant aix0, la majoria d’estudis del desenvolupament del fruit en esta especie
s’han centrat en els processos que tenen lloc durant la maduracié i no han abordat 1’estudi del
quallat a gran escala. En este sentit, ’estudi de materials amb capacitat partenocarpica té especial
interes. Facilita I’estudi del quallat sense interferéncia dels processos relacionats amb el
desenvolupament de 1’embri6 i possibilita 1’estudi dels estadis primerencs del desenvolupament
del fruit independentment de la pol-linitzacié. A més, I’ocupacié d’estos materials en millora €s
especialment avantatjés ja que permet obtindre fruits inclds en absencia de pol-linitzacid i
fecundacié. En tomaca hi ha diverses linies amb capacitat partenocarpica facultativa, com
RP75/59 que és capa¢ de produir fruits sense llavors de les mateixes caracteristiques

morfologiques que els fruits normals en absencia de fecundacio.

L'objectiu general d’esta tesi és estudiar el desenvolupament del carpel i el quallat partenocarpic
en tomaca, la qual cosa servira de base per a la millora del quallat en condicions adverses. A fi de
millorar el coneixement sobre els processos biologics implicats en el quallat del fruit es van aillar
gens implicats en este procés en tomaca. Per a aixd es va emprar la tecnica de sostraccié de
genoteques 1 les dades d’expressio genica de 1’especie model Arabidopsis. A 1’estudiar els gens
aillats es va comprovar que incloien gens relacionats amb funcions com la resposta a hormones,
que havien sigut préviament relacionats amb el quallat del fruit. Pero també gens desconeguts,
que constituixen una valuosa font d’informacié per a futurs estudis sobre el quallat. A més, es va
realitzar un estudi de conservacid entre ambdds especies 1 es va trobar un alt grau de correlacio,
superior al 75%, el que demostra que hi ha una serie de mecanismes generals implicats en el

quallat del fruit en dicotiledonies.

Per a continuar aprofundint en I’estudi dels gens implicats en el quallat del fruit 1 entendre

millor els mecanismes exactes implicats en el desenvolupament del carpel, es va realitzar una



analisi transcriptomic del desenvolupament i quallat en tomaca. Es va utilitzar una varietat
control (UC82), en la que es van analitzar el procés de desenvolupament del carpel, quallat del
fruit 1 fecundacié de manera conjunta. AcO ha permes identificar 2842 gens regulats al llarg
d’estos processos. Per mitja de 1’analisi funcional del transcriptoma s’han determinat les funcions
biologiques implicades en el quallat, moltes de les quals ja havien sigut trobades en 1’analisi

realitzat en Arabidopsis.

D’altra banda, utilitzant la linia partenocdrpica RP75/59, s’ha inspeccionat a nivell
transcriptomic el quallat partenocarpic del fruit en tomaca. Les diferencies d’expressio entre esta
linia i la varietat control no partenocarpica estan centrades en I’estadi d’antesi. Probablement
perque a diferencia del que ocorre en la varietat control, on el carpel cessa el seu
desenvolupament fins que tenen lloc la pol-linitzaci6 i fecundacid, en RP75/59 1’antesi no és més
que un estadi transitori entre carpel i1 fruit. En esta linia s’han identificat 758 gens expressats
diferencialment respecte a la varietat normal. L'estudi detallat dels gens relacionats amb
hormones, ha permes determinar que en RP75/59 1’alta concentracié de GAs en el carpel es deu
a la sobre-expressio6 de la GA20-oxidasa 3. La concentraci06 de GAs possibilita el
desenvolupament del fruit en absencia de pol-linitzacid i fecundacié. A més, la sobre-expressid
del gen ACOS al llarg de tots els estadis estudiats alteraria la sintesi d’etilé el que podria induir la

sintesi d'auxines.

L’aillament dels gens directament responsables del fenotip RP75 59/seria molt interessant tant
des del punt de vista cientific, com aplicat, ja que facilitaria ’ocupacié d’este caracter en
programes de millora. Fins a la data no s’havien aconseguit realitzar avangos significatius en este
sentit, probablement a causa de les dificultats a I’hora de caracteritzar este fenotip. En esta tesi
I’analisi de la generacié F2 desenrotllada a partir de RP75/59 i UC82 ha permes aclarir la
partenocarpia d’estos materials i desenrotllar una poblacié segregant que servira de base per a
realitzar el cartografiat 1 identificacié de gens implicats en el control d’este caracter i en el

quallat i desenvolupament del fruit.
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I. INTRODUCCION






1. El tomate: importancia como especie modelo y especie cultivada

El tomate (Solanum lycopersicum L.), ademds de ser uno de los principales cultivos de
hortalizas, ha sido ampliamente utilizado en investigacién, tanto bdsica como aplicada. Pertenece
a la familia de las solandceas, que incluye otras especies cultivadas de gran importancia como
pimiento, patata, berenjena, tabaco y petunia. Aunque la especie modelo por excelencia de las
plantas dicotiledoneas es Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, se ha considerado necesario utilizar
otra especie para el estudio del desarrollo de frutos carnosos. El tomate es un buen candidato,
debido en gran medida a su importancia econdmica como especie cultivada a nivel mundial lo
que facilita la aplicacion directa de los descubrimientos realizados. Presenta muchas ventajas
para su empleo como especie modelo: es una especie diploide de genoma pequeio, con ciclo de
vida corto, fécil control de la polinizaciéon e hibridacién, alta fertilidad, posibilidad de
propagacién asexual mediante esquejes, facilidad de regeneraciéon y transformaciéon con

Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend) Conn.

Ademds, los numerosos estudios y programas de mejora realizados en tomate han
permitido el desarrollo de un gran nimero de mutantes y variedades que afectan a los distintos
aspectos del desarrollo y maduracién del fruto. De manera que en la actualidad existen
numerosos recursos fitogenéticos de esta especie y de especies altamente relacionadas. Por
ejemplo, en el TGRC (http://tgrc.ucdavis.edu/index.aspx) disponen de una coleccién de mas de
3500 entradas que incluyen, variedades comerciales y tradicionales, mutantes monogénicos,
especies silvestres relacionadas y lineas de introgresion con algunas de las especies silvestres
(Figura 1A). En el COMAV (http://www.comav.upv.es/comav_banco.html) disponen de més de
2000 entradas que incluyen tanto entradas cultivadas como de especies silvestres. Por todo ello se
dispone de un modelo muy util para profundizar en el conocimiento de los mecanismos

implicados en las ultimas fases de desarrollo del fruto (Moore et al, 2002).

También hay disponibles un gran nimero de herramientas moleculares en esta especie
(recapituladas en http://sgn.cornell.edu). Mapas genéticos de alta densidad (Figura 1B) y mapas
fisicos, en los que han sido mapeados mds de 2000 loci. Mds de 300000 ESTs que incluyen 73

genotecas y colecciones de genotecas genémicas de YACs y BACs. Cuatro microarrays para el



Introduccion

estudio de expresion génica, TOM1 de ADNc y de oligonucleotidos TOM?2, Agilent Tomato
Array y Affymetrix GeneChip Tomato Genome Array. Estos recursos gendmicos van a continuar
incrementdndose con el avance del proyecto de secuenciacién del genoma de esta especie, desde

diciembre del 2009 se dispone de un primer borrador del genoma.

A Tomato IL map

Solanum lycopersicum Zamir Introgression Lines (IL) based on ExPEN1992
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Figura 1. A. Mapa genético basado en las lineas de introgresion de Solanum penelli en tomate
desarrolladas por Zamir. B. Mapa genético de tomate (Tomato-EXPEN 2000), contiene 2506
marcadores que incluyen, CAPs, RFLPs, SNPs y SSRs (http://sgn.cornell.edu).

Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre con otras especies modelo donde los avances
realizados deben extrapolarse a especies cultivadas, en tomate la aplicacion de los avances que se

realizan en el laboratorio es directa por lo que cualquier avance tiene gran relevancia econdmica.



Esta especie es la octava en importancia mundial (Tabla 1), con una produccién de més de cien
mil millones de toneladas al afio para consumo en fresco y procesado. Todo ello hace del tomate
un excelente modelo para el estudio del desarrollo del fruto y del cuajado (el estudio del inicio de
la transformacién del carpelo en fruto), que es un paso clave en la produccién agricola y un

proceso idéneo para el estudio del desarrollo vegetal.

Tablal. Produccién mundial de cultivos en el 2007 segtin la FAO (http://www.fao.org).

Producto Produccién (1000$ Int) Produccion (1000 T)
Arroz cascara 130994000 659590623
Trigo 72917380 605994942
Soja 44666580 220532612
Maiz 38394490 791794584
Papas, patatas 34821630 309344247
Cana de azucar 32090140 1590701770
Uvas 31183820 67221000
Tomates 30327200 129942416
Yuca 14051950 214515149
Bananos 12065270 85855856
Remolacha azucarera 10907030 246713216
Sandias 9491603 97434562
Coles y otras cruciferas 9417104 68918014
Batatas, boniatos 7073337 107667971
Cebada 3265138 133431341

2. Desarrollo floral

Durante el desarrollo de las plantas podemos distinguir dos estadios, el desarrollo
vegetativo y el desarrollo reproductivo. El desarrollo reproductivo estd controlado de manera
endogena y por estimulos externos. Cuando las condiciones ambientales son adecuadas, el
meristemo vegetativo se transforma en meristemo floral dando lugar a la inflorescencia. A partir
del mismo se diferenciardn los primordios florales (Krizek y Fletcher, 2005). El desarrollo de
estos primordios florales seguird hasta llegar a la fase de antesis, donde el desarrollo puede

continuar por dos vias, la senescencia o la transformacién en un fruto tras la fecundacion.



2.1 Determinacion del meristemo floral v desarrollo de la inflorescencia

La determinacién del meristemo floral inicia el ciclo reproductivo de la planta. En
Arabidopsis thaliana, al tratarse de una planta de dia largo, el fotoperiodo tiene una gran
influencia en este proceso. En esta especie se han caracterizado numerosos mutantes que afectan
a la transicion floral (Boss et al, 2004) y se conocen las diferentes rutas que integran los factores
ambientales y genéticos implicados en determinar la transicién floral. Sin embargo, no todos
estos resultados son extrapolables a otras especies (Quinet et al, 2006). Por ejemplo, en petunia el
gen homologo a FRUITFULL es necesario para la transicion floral, cosa que no ocurre en

Arabidopsis (Immink et al, 1999).

En tomate, a diferencia de Arabidopsis, la transicion floral no depende del fotoperiodo.
La diferenciacion floral suele iniciarse dentro de las tres semanas siguientes a la expansion de los
cotiledones, cuando la planta tiene entre 6 y 12 hojas. El periodo sensible durante el cual las
condiciones ambientales determinan el momento exacto de la transicion floral dura
aproximadamente nueve dias y comienza con la expansion de los cotiledones (Calvert, 1957).
Durante esta fase las bajas temperaturas aceleran la determinacién. La radiacion solar también
influye, de manera que cuanto mayor es la radiacién solar la influencia de la temperatura es
menor (Uzum, 2006). Ademds de las condiciones ambientales, las diversas hormonas vegetales
también parecen influir en la determinacion floral; sin embargo, su papel no esta claro, ya que el
efecto de los mismos agentes hormonales parece variar en funcién del método de aplicacién

(Heuvelink, 2005).

Una vez producida la transicion floral el meristemo apical se transforma en meristemo
floral. El crecimiento vegetativo seguird a partir de la yema axilar de la hoja mds cercana al
meristemo apical, desplazando el meristemo floral. Finalmente, la inflorescencia queda situada
en el lateral del tallo. El nuevo meristemo apical dard lugar a otro meristemo vegetativo a las 3
hojas y la planta continuard el crecimiento por la siguiente yema lateral. En las variedades de
crecimiento indeterminado este proceso se repite indefinidamente, en las de crecimiento
determinado, tras producir un cierto nimero de inflorescencias, el crecimiento continda a partir

de las yemas axilares de la base del tallo (Heuvelink, 2005). El tipo de crecimiento, y por tanto la



formacion de los meristemos florales, estd controlado genéticamente. Cuando el alelo recesivo
del gen SELF-PRUNING (SP) se encuentra en homocigosis, las plantas presentan crecimiento
determinado. Este gen es ortélogo del gen TERMINAL FLOWER 1 (TFLI) de Arabidopsis cuya
pérdida de funcién provoca la produccién de inflorescencias con menor nimero de flores. Esto
demuestra que a pesar de las diferencias existentes en la determinacion floral, existen una serie
de genes implicados en el proceso de la determinacion floral comunes entre las dos especies,
aunque debido a las diferencias en el sistema de crecimiento la accién de estos genes no sea

equivalente (Pnueli et al, 1998).

Tras la determinacién del meristemo floral, éste dard lugar a cierto nimero de primordios
florales. La cantidad de flores por inflorescencia varia entre diversas especies e incluso dentro de
especie. En tomate, el tamafio de las inflorescencias estd influido por las condiciones
ambientales, las condiciones de desarrollo de la planta y por factores genéticos. En esta especie
el tamafio de las inflorescencias oscila entre una unica flor, en el caso del mutante sft (single
flower trust mutant), y 200 en el mutante s (compound inflorescence mutant) (Quinet et al,
2006). Las flores se agrupan en racimos, la primera flor se forma de la yema apical y las demds
se desarrollan lateralmente por debajo de la primera, alrededor de un eje principal (Chamarro,

1995).

2.2 Desarrollo de la flor

El proceso de desarrollo de la flor a partir del primordio floral ha sido estudiado sobre
todo en las especies modelo Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus (L.). A partir los estudios
en estas especies se desarrolld el modelo ABC, que explica el control genético de la
diferenciacion de los diversos 6rganos florales. Los genes tipo A controlan la diferenciaciéon de
los sépalos, los tipo A y B, expresados conjuntamente, dan lugar a los pétalos. B y C determinan
estambres y cuando se expresan solamente los genes C se forman los carpelos (Ma y
dePamphilis, 2000). Descubrimientos posteriores han ampliado el modelo para incluir genes tipo
D, que determinan la formacion de los 6vulos, y tipo E, que se expresan en pétalos, estambres y

carpelo (Ferrario et al, 2004).



Recientemente el desarrollo del microarray ATH1 de Arabidopsis, que contiene mas de
22000 genes, ha permitido realizar estudios globales de los cambios que tienen lugar durante el
desarrollo de la flor. Henning y colaboradores (2004) identificaron mds de 1800 genes regulados
durante el desarrollo reproductivo. Schmid y colaboradores (2005) analizaron la expresion global
durante diversos procesos de desarrollo de Arabidopsis, proporcionando una herramienta para
analizar el desarrollo de la flor a nivel global. Sin embargo, no todos los resultados son
extrapolables a otras especies. En tomate por ejemplo, tras inhibir el gen AGAMOUS en el tercer
verticilo se forman unos estambres petaloides, mientras que en Arabidopsis la ausencia de
AGAMOUS da lugar a pétalos normales en lugar de estambres (Pnueli et al, 1994a). Ademas
existe una gran diversidad floral dentro de las diversas especies vegetales, incluso dentro de las

dicotiledéneas.

En Arabidopsis, el desarrollo floral se divide en 13 fases (Smyth et al, 1990) mientras que
en tomate algunos estudios hablan de 20 etapas (Brukhin et al, 2003). Para poder extrapolar los
descubrimientos de las especies modelos y caracterizar las diferencias existentes entre la distintas
especies Buzgo y colaboradores (2004) proponen dividir el desarrollo floral en 10 fases. Cada
una de las fases marca el inicio de los procesos mas importantes del desarrollo floral: formacién
de la inflorescencia y primordio floral, iniciacién del verticilo exterior (sépalos), iniciacién de
los verticilos interiores (pétalos), iniciaciéon de los estambres, iniciacion del carpelo,
microsporogénesis, iniciacion de los 6vulos, meiosis masculina, meiosis femenina y antesis.
Estas fases han sido caracterizadas en Solanum pimpinellifolium (L.), especie muy cercana a
tomate (Xiao et al, 2009). En esta especie, la formacién del carpelo comienza aproximadamente
6 dias tras la aparicion del primordio floral, momento en el cual los pétalos recubren los
estambres. En este momento aparece una columna central que posteriormente dard lugar a las
cavidades loculares. Ocho dias después de la iniciacion del primordio floral la columna continua
su desarrollo aumentando su longitud y se observan los carpelos fusionados en cuya parte
superior comienza la formacion del estilo. En este momento comienza el desarrollo de la
placenta, de la que un dia después emergeran los 6vulos. A partir de este punto todas las partes
del carpelo ya han comenzado su diferenciacion. El desarrollo de los estambres comienza un
poco antes, a los 5 dias de la iniciacion del primordio floral. Pero la microsporogénesis no

empieza hasta 3 dias después, cuando ya ha comenzado el desarrollo de todos los verticilos
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florales y los sépalos recubren el primordio floral. A partir de estas fases de boton floral hasta la
antesis, que coincide con la apertura de los pétalos, tiene lugar el desarrollo de los gametofitos
masculino y femenino (Figura 2). Este periodo es uno de los més criticos del desarrollo de la flor
y estd muy influenciado por la condiciones ambientales. De manera que condiciones adversas
pueden llevar a esterilidad e incapacidad de polinizacién y fecundacidn, impidiendo el desarrollo

del fruto.
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Figura 2. Corte longitudinal de flor de tomate (http://www.uri.edu/artsci/ bio/plant_anatomy).

Una vez finalizado el desarrollo de la flor en tomate se obtiene como resultado una flor
hexdmera (Figura 3). El cdliz es corto y estd unido a seis sépalos verdosos, la corola consiste en
un pequefio cono que se divide en seis pétalos de un brillante color amarillo. El androceo esta
formado por seis anteras bilobuladas que se encuentran unidas formando el cono estaminal, en
cuyo interior se encuentra el pistilo. El gineceo esta compuesto por entre 2 y 7 carpelos de color

verde, que estdn fusionados en el centro de la flor.

Figura 3. Flor de tomate en antesis.



2.3 Influencia ambiental en el desarrollo floral

Ademads de en la determinacién del meristemo floral las condiciones ambientales influyen
en los siguientes pasos del desarrollo reproductivo. En tomate, la temperatura juega un papel
crucial en la conformacion de la arquitectura de la inflorescencia y el tamafio de la misma. Las
bajas temperaturas nocturnas durante la iniciacion de la inflorescencia favorecen la ramificacion
de la misma. Sin embargo, las altas temperaturas durante el dia promueven la formacién de

inflorescencias con mayor nimero de flores (Karapanos et al, 2008).

En cuanto al desarrollo de la flor propiamente dicha, en tomate la temperatura sigue
jugando un papel crucial. Una temperatura media de 20°C acelera el desarrollo floral y promueve
el desarrollo temprano de la segunda inflorescencia, mientras que temperaturas bajas producen
anomalias en el desarrollo de los 6rganos florales. Cuando se compara el desarrollo de la flor en
plantas cultivadas en condiciones de 26°C dia/18°C noche y plantas cultivadas a 17°C/7°C, en
estas dltimas se dan cambios en el nimero de 6rganos florales que afectan sobre todo a los
verticilos reproductivos. Ademds se producen alteraciones en el patron de fusion de los érganos y
en menor medida cambios de identidad de drganos florales. Todos estos cambios son mas
pronunciados en los verticilos reproductivos y estdn relacionados con cambios en niveles de

expresion de factores de transcripcion (Lozano et al, 1998).

En cuanto al desarrollo de los gametofitos, proceso del que depende en gran medida el
éxito de la fecundacion y posterior desarrollo del fruto, la temperatura tiene una importancia
crucial. Aunque la cantidad de granos de polen viables producidos por cada flor depende del
cultivar, temperaturas extremas afectan a la meiosis de las células madres del polen y a la
formacién de las tétradas. Esto impide la formacion normal del grano de polen y reduce mucho la
cantidad de polen viable, por lo que afecta al cuajado del fruto reduciendo mucho la
productividad de las plantas (Karapanos et al, 2008). Las bajas temperaturas (<7°C) afectan al
desarrollo de la microspora en dos estadios, 11 y 5 dias antes de la antesis. De manera que
cuando las plantas se cultivan a 18°C dia/7°C noche, hasta transcurridos 14 dias en condiciones
de temperatura 6ptimas no se recupera la fertilidad del polen. Las altas temperaturas también

impiden la formacién de polen viable. En este caso temperaturas superiores a 32°C impiden la



formacién del grano de polen y el estadio mds sensible se da a 8 dias antes de la antesis. El
desarrollo del gametofito femenino no es tan sensible a las diferencias de temperatura. A
temperaturas nocturnas de 7°C la macrosporogénesis se da con normalidad y a temperaturas
diurnas de 33°C también, aunque temperaturas extremas superiores a 40°C si impiden el
desarrollo normal de la macrospora. Combinaciones de temperaturas diurnas menores de 28°C y
nocturnas mayores de 23°C también dificultan el desarrollo normal, probablemente debido a

desequilibrios hormonales (Karapanos el al, 2008).

3. Cuajado y desarrollo del fruto

El fruto estd constituido por el ovario maduro y en ocasiones por otras partes de la flor.
Tras la polinizacion y fertilizaciéon de los 6vulos, el ovario se diferencia para dar lugar al fruto,
proporcionando un ambiente adecuado para la maduracién de las semillas y su dispersion.
Dentro de las angiospermas encontramos una gran variedad de frutos (Figura 4), que van desde
los pequefios frutos tipo aquenio, que contienen una Unica semilla, hasta los enormes frutos tipo

peponide de las cucurbitdceas (Roth, 1977).

Los frutos se clasifican atendiendo a su consistencia en secos o carnosos. Los frutos secos
a su vez pueden ser dehiscentes, cuando estan constituidos por una vaina que tras secarse se abre,
o no dehiscentes. Para el estudio de este tipo de frutos la especie modelo empleada es
Arabidopsis, cuyo fruto esta constituido por una silicua que se abre por dehiscencia liberando las
semillas. Los frutos carnosos también se dividen en climatéricos, cuyo proceso de maduracion
estd inducido por un aumento en la produccién de etileno, y no climatéricos. Como especie
modelo del desarrollo de frutos carnosos se emplea el tomate, esta especie es la mas empleada en
estudios de maduracion debido en gran medida a su importancia econdmica. Ademds durante
mucho tiempo se han llevado a cabo programas de mejora, con lo que hoy en dia se dispone de
un gran nimero de mutantes y variedades que afectan a distintos aspectos del desarrollo y

maduracién del fruto.
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Figura 4. Tipos de frutos.

3.1 Fases del desarrollo del fruto

A pesar de las grandes diferencias en el aspecto de los diversos frutos, de manera general
su desarrollo se puede dividir en cuatro fases (Gillaspy et al, 1993). La primera fase comprende
el desarrollo hasta la antesis y el cuajado del fruto, durante la segunda fase se produce un
crecimiento del fruto debido sobre todo a la division celular, y en la tercera fase el crecimiento

del fruto continua por expansion celular hasta alcanzar el tamafio de fruto maduro. A estas tres

fases les sigue la cuarta fase de maduracion y senescencia.

El descubrimiento de los mecanismos y genes implicados en el desarrollo del fruto se ha
llevado a cabo principalmente empleando Arabidopsis como modelo. El estudio de mutaciones

que afectan al desarrollo del carpelo y del fruto ha llevado al descubrimiento de genes como
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ERECTA (ER), que controla la forma del fruto (Torii ef al, 1996) o FRUITFULL, un gen MADS-
box que impide la elongacién y diferenciacién de diversos tipos celulares (Gu et al, 1998).
Durante los dltimos afos con el desarrollo de los microarrays de ADN ha sido posible avanzar
mds en el estudio global del transcriptoma. Esto ha permitido descubrir la expresiéon de mds de

1100 factores de transcripcion durante el desarrollo del fruto (de Folter et al, 2004).

De igual manera que Arabidopsis ha constituido la planta modelo para las primeras fases
de desarrollo del fruto y para la maduracién de frutos secos dehiscentes, el tomate es el modelo
para la maduracion de frutos carnosos climatéricos. En esta especie, los esfuerzos se han
centrado principalmente en descubrir los mecanismos implicados en el proceso de maduracion.
Para ello han sido muy utiles los mutantes relacionados con la sefializacién de etileno, en los que

se producen alteraciones en el proceso de maduracién (Moore et al, 2002).

3.2 Desarrollo del fruto en tomate

El fruto del tomate estd constituido por una baya con un grueso pericarpio carnoso que
contiene multitud de semillas. El gineceo, y por tanto el fruto, estd compuesto normalmente por
dos o tres carpelos. Sin embargo, existe una gran variabilidad dentro de esta especie y en algunas
variedades que presentan frutos de mayor tamafio los frutos pueden estar constituidos por hasta

diez carpelos.

Figura 5. Variabilidad de frutos de tomate.
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En tomate el desarrollo del fruto comienza con la fertilizacién, aproximadamente dos dias
después de la polinizacion. En esta especie el desarrollo del fruto se divide en tres fases (Gillaspy

et al, 1993), més una cuarta de maduracién y senescencia (Figura 6).

fertilization > 2-14 d cell division 6-7 wk cell expansion ripening

Figura 6. Esquema del proceso de desarrollo del fruto en tomate. A, E. ovario en antesis. B, F.
Fruto a 10 DPA. C, G. Fruto 5 semanas tras la polinizacién. D. fruto maduro. P, pericarpio; op

mesocarpo; ip, endocarpo; pl, placenta; o, 6vulo. Barra de escala 200um (de Jong et al, 2009a).

Con la fertilizacién de los 6vulos se produce el cuajado del fruto, que se caracteriza por la
reanudacion de la division celular tras la parada en el crecimiento que tiene lugar en el carpelo
durante la antesis. Después de la fase de cuajado tiene lugar una fase de division celular que
continua durante diez dias (Gillaspy et al, 1993). Durante esta fase también comienza el
desarrollo del embrién, teniendo lugar las primeras divisiones aproximadamente a 5 dias post
antesis (DPA) (Smith, 1935). En esta fase la tasa de division celular estd controlada por el
nimero de dvulos fertilizados (Varga y Bruinsma, 1986), por lo que el tamafio y peso del fruto
maduro estan influenciados por el nimero de semillas (Nitsch, 1970). El crecimiento durante la
tercera fase de desarrollo se debe principalmente a la expansion celular, que continua durante
aproximadamente cuatro semanas hasta que el fruto alcanza su tamafio final. Durante esta fase
también continua el desarrollo del embridn, a un ritmo mas lento que en Arabidopsis, alcanzando

el estadio de torpedo aproximadamente a 16 DPA (Smith, 1935).
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Una vez finalizado el desarrollo, tiene lugar la fase de maduracién y senescencia que al
tratarse de un fruto climatérico estd regulada por etileno. A diferencia de Arabidopsis, el tomate
posee un fruto carnoso, por lo que a lo largo de esta dltima etapa del desarrollo se producen un
gran nimero de cambios en el fruto. Como alteraciones en la pigmentacion, la textura y el
contenido de metabolitos del fruto, ademds de aumentar la susceptibilidad a los ataque

producidos por patégenos (Giovannoni, 2004).

La mayoria de estudios del desarrollo del fruto de tomate se centran en los procesos que
tienen lugar durante la maduracion (Giovannoni, 2004), ya que es el estadio donde se producen la
gran mayoria de cambios metabdlicos que determinaran la cantidad final de metabolitos del fruto
y sus condiciones nutracéuticas. Ademads, el conocimiento del proceso de maduraciéon y
senescencia ha permitido aislar genes implicados y desarrollar variedades donde el retraso en
estos procesos facilita la manipulacién del producto a nivel industrial. Sin embargo, algunos
estudios mds recientes que comprenden fases mds tempranas del desarrollo han puesto de
manifiesto la importancia del desarrollo previo del fruto para determinar la calidad final
(Lemarie-Chamley et al, 2005; Faurobert et al, 2007 y Mounet et al, 2009). Aunque sélo muy
recientemente se han publicado estudios relacionados con el cuajado del fruto, a pesar de la gran
importancia que tiene este proceso (Pascual er al 2007; Vriezen et al 2008; Pascual er al 2009 y

Wang et al, 2009).

3.3 Cuajado del fruto en tomate

Una vez la flor se desarrolla hasta llegar a la antesis se reduce el ritmo de las divisiones
celulares. Al llegar a este punto la flor puede seguir dos caminos, senescencia y aborto de la flor,
o cuajado y desarrollo del fruto. La eleccién de un camino u otro depende del éxito de la
polinizacidn, germinacion del grano de polen, fecundacion y de la competencia con otros frutos
que puedan estar desarrollandose. Este proceso esta regulado por sefiales hormonales, en la
antesis el nivel de hormonas en el ovario es minimo y cuando tienen lugar la polinizacién y
fertilizacion se genera una cascada de sefales que inducen el cuajado del fruto (revisado por

Ozga y Reinecke, 2003).



Polinizacion y germinacion del grano de polen

El tomate es una planta tipicamente autdgama, en la mayoria de las variedades el estigma
se encuentra inserto en el cono estaminal, de manera que serd polinizado por polen procedente de
la propia flor. Sin embargo, existen algunas variedades con estilos exertos en las que si se puede
dar cierto porcentaje de polinizacidon cruzada. Ademds las condiciones ambientales también
afectan a la longitud del estilo, lo que afecta a su vez el grado de autogamia (Chamarro, 1995).
Los estigmas son receptivos al polen desde dos dias antes de la antesis y seguirdn receptivos
durante cuatro o ocho dias mds. Durante este periodo se produce la antesis, las flores se abren y
se da la dehiscencia de las anteras permitiendo la caida de los granos de polen en el estigma
(Smith, 1935). Las condiciones ambientales tienen gran influencia en este proceso. La humedad
relativa juega un papel muy importante, debe situarse alrededor del 70% para que la polinizacién
sea Optima. Humedades superiores dificultan la liberacion de los granos de polen de las anteras y
el ambiente seco impide la adhesion de los granos a la superficie del estigma (Picken, 1984). Una
vez el polen se encuentra en el estigma se produce la germinacién. El polen permanece inactivo
durante un numero variable de horas, dependiendo de la temperatura. El tiempo varia entre

media hora a 37°C y 20h a 5°C, fuera de este rango la germinacion se reduce drasticamente.

Crecimiento del tubo polinico y fecundacion

Tras la germinacion del grano de polen el tubo polinico comienza su crecimiento a lo
largo del estilo. La velocidad de progresion del tubo depende de la temperatura, dentro del rango
10°C-35°C la velocidad de crecimiento aumenta con la temperatura. A temperaturas menores de
10°C el crecimiento es muy lento y no se llega a producir la fecundacién, cuando la temperatura
es superior a 35°C se inhibe el crecimiento. Durante el crecimiento a lo largo del estilo tiene
lugar la division de la célula generativa y se generan los dos microgametos. El tubo polinico
sigue su desarrollo hasta llegar al ovario y penetra dentro de los 6vulos para llegar al saco
embrionario, momento en el cual se produce la fecundacién. En condiciones de buena radiacién
y temperatura alrededor de 20°C, transcurren entre 18 y 30 horas desde la polinizacion hasta que
tiene lugar la fecundacion. En estas condiciones, tras 96 horas ya se observa el endospermo

conformado por 8 células y ha tenido lugar la primera division del embrion (Picken, 1984).
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Iniciacion del fruto

En condiciones idéneas la iniciacion del fruto tiene lugar tras la fecundacién. Tanto el
grano de polen al germinar, como el embrién y posteriormente la semillas generan estimulos
positivos de crecimiento que inducen la reanudacién del desarrollo del carpelo. Sin embargo,
cuando las condiciones ambientales son adversas (altas temperaturas, iluminacién insuficiente,
etc) las flores pueden caer incluso después de la fertilizacion. El fallo en el cuajado también
puede estar inducido por la competencia entre frutos por los mismos metabolitos. Este fendmeno
se da tanto entre frutos dentro del mismo ramillete como entre ramilletes. En una misma
inflorescencia los ultimos frutos tienen menor tamafio que los primeros. Dentro de plantas,
cuando la carga de fruto es grande, en ocasiones todos los frutos de una misma inflorescencia

muestran un retraso en el crecimiento (Heuvelink, 2005).

3.3.1 Papel de las hormonas en el cuajado y desarrollo del fruto en tomate

El desarrollo del fruto en tomate implica la regulacién conjunta de diversos procesos:
division, elongacion y diferenciacion celular. Las hormonas vegetales estdn implicadas en la
coordinacién de todos estos procesos (Figura 7). Las auxinas, giberelinas (GAs), etileno (C, Hy),
dcido abscisico (ABA) y citoquininas (CKs) estdn implicadas en diversas fases del desarrollo del
fruto (revisado por Gillaspy et al, 1993). Ademds también intervienen otros reguladores como

poliaminas, brasinoesteroides y dcido jasmoénico.
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Figura 7. Regulacién hormonal durante el desarrollo del fruto en tomate. A. fases del desarrollo.

B. flujo de las distintas hormonas (Srivastava y Handa, 2005).
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Auxinas

Las auxinas estdn implicadas en un gran nimero de procesos de crecimiento y desarrollo
en las plantas. A nivel celular, las auxinas promueven la division, extension y diferenciacién
celular. A nivel molecular, las auxinas son capaces de alterar completamente el transcriptoma tan
solo unos pocos minutos después de su aplicacion (Teale et al, 2006). La respuesta a auxinas esta
mediada por diversas familias génicas (Hagen et al, 2004). Los mds conocidos son los genes tipo
Aux/IAA y los ARF (Auxin Response Factors). Los genes Aux/IAA se localizan en el nicleo de
la célula y se caracterizan porque su nivel de expresion aumenta muy rdpidamente en respuesta al
tratamiento con auxinas. Estas proteinas parecen ser represores de la transcripcion regulada por
auxinas, a pesar de que carecen de dominios de unién al ADN. Probablemente su accién se dé
por medio de la unién a ARF, que si son factores de transcripcion. Los ARFs contienen un
dominio de unién al ADN tipo amino-terminal B3 y dominios C-terminales de unién a otras
proteinas ARF o Aux/IAA. Estos genes regulan procesos de desarrollo dependientes de la accién

de auxinas y pueden ser tanto represores como activadores de la transcripcion.

El papel de las auxinas en el desarrollo del fruto se conoce desde hace mds de 60 afos.
Gustafson (1936) demostrd que la aplicacion de sustancias tipo auxina en los estigmas de tomate
promovia el desarrollo del fruto incluso en ausencia de fecundacién y polinizacion, dando lugar a
frutos sin semillas (partenocdrpicos). Sin embargo, los frutos inducidos por auxinas se
desarrollan de manera diferente a los frutos obtenidos tras la polinizaciéon y fecundacién. En el
desarrollo normal, el periodo de division celular comprende 10 a 14 dias después de la antesis
(Gillaspy et al, 1993). En los frutos inducidos por la aplicacion de auxinas, este periodo es algo
mads corto, comprende inicamente 10 dias, pero la tasa de division celular es mayor, dando lugar
a un incremento mayor del pericarpio. Por lo tanto, al finalizar el desarrollo se obtiene un fruto

de aproximadamente el mismo tamafio que el fruto normal pero con mayor nimero de células

(Serrani et al, 2007).

A lo largo del desarrollo del fruto las auxinas presentan dos picos de concentracién, uno a
8 DPA, durante la iniciacion de la expansion celular, y otro 30 dias después de la antesis, durante

el desarrollo final del embrién (Srivastava y Handa, 2005). Al principio del desarrollo, las



auxinas se producen en la zona central del fruto, ya sea en los 6évulos en desarrollo o en los
tejidos que los rodean. La hormona es transportada a las capas exteriores dando lugar a un
gradiente de concentracién en los diversos tejidos del fruto, que media las respuestas a la
hormona como divisién y expansion celular e interaccién con otras hormonas (Lemaire-Chamley
et al, 2005). El segundo pico de concentracion de auxinas no se da durante el desarrollo de los
frutos partenocérpicos (Mapelli et al, 1978), lo que sugiere que durante el final del desarrollo la

produccién de auxinas depende de las semillas en desarrollo.

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) controlan diversos procesos de desarrollo, como la germinacion,
elongacion del tallo, floracién y cuajado del fruto. La sintesis de estas hormonas estd regulada
mediante un mecanismo de auto-inhibicion. La presencia de GAs activas reprime la expresion de
las enzimas giberelina 20 oxidasas y giberelina 3 oxidasas, implicadas en la sintesis de
giberelinas, y promueve la expresion de la giberelina 2 oxidasa que degrada las hormonas
(Hedden y Phillips, 2000). A nivel molecular se desconoce el mecanismo exacto de accion de las
giberelinas. Weiss y Ori (2007) sugieren que la ausencia de genes diana especificos de GAs se

debe a que esta hormona actia principalmente mediante la interaccion con otras fitohormonas.

Las giberelinas juegan un papel crucial en el desarrollo y cuajado del fruto. La expresion
de las GAs20 oxidasas, enzimas clave de la regulacién de la concentracion de GAs activas, estd
regulada a lo largo del desarrollo de la flor y del cuajado en tomate (Rebers et al, 1999),
mostrando un aumento tras la antesis. Ademas, la aplicacién de GAs en el carpelo induce el
desarrollo partenocdrpico del fruto (Wittwer et al, 1957) y las variedades de tomate
partenocdrpicas facultativas presentan un aumento de la concentracién de GAs en el carpelo
durante la antesis (Fos et al, 2000, 2001 y Olimpieri et al, 2007). Sin embargo, al igual que
ocurre con los frutos obtenidos mediante la aplicacion de auxinas, los frutos inducidos por la
aplicacion de GAs son diferentes a los frutos con semillas. Tienen menor tamafio y un menor
nimero de capas celulares en el pericarpio, pero un mayor volumen celular y malformaciones en
las cavidades loculares (de Jong et al, 2009a). También existen diferencias en el transcriptoma de

los frutos inducidos por GAs. Los genes implicados en la respuesta a auxinas se activan en



respuesta a la polinizacidn, pero no en respuesta al tratamiento con GAs. Esto parece indicar que
la polinizacién promueve un aumento de auxinas y €stas inducen la expresion de GAs (Vriezen et

al, 2008).

Citoquininas

Las citoquininas (CKs) se caracterizan por promover la division celular en plantas. En el
fruto de tomate la mayor concentraciéon de CKs se encuentra en la semilla entre 5 dias después de
la antesis y decrece hasta el comienzo de la maduracion (Srivastava y Handa, 2005). Durante el
desarrollo de frutos partenocarpicos se ha observado que la concentracion de CKs es menor pero
no decrece al llegar al estadio de maduraciéon (Mapelli, 1981). Durante el desarrollo normal, las
CKs serian transportadas a la semilla, induciendo la sintesis de algun compuesto que promoveria
la division celular en los tejidos circundantes. Esto explicaria porque el nivel de CKs es menor en

los frutos partenocdarpicos, ya que estos carecen de semillas (Gillaspy et al, 1993).

Etileno

El etileno (C, H,) es la hormona vegetal mas estudiada, juega un papel importantisimo en
el proceso de senescencia de diversos 6rganos de la planta y en la maduracién del fruto. La
sintesis de etileno estd controlada por dos sistemas. El sistema 1, que es responsable de la
produccién basal de etileno, es un sistema auto-inhibitorio. El sistema 2 es un sistema auto-
catalitico y regula la produccion de etileno durante la maduracién del fruto y la senescencia entre
otros procesos. La sefial de etileno es percibida por los receptores ETR (Klee y Clark, 2004). En
tomate existen 6 receptores de etileno LeETRs. Estos receptores poseen dominios de unién a
etileno y dominios kinasa que median en la transduccion de la sefial. En ausencia de etileno estos
receptores actuarian como reguladores negativos, suprimiendo la expresion de los genes

inducidos por etileno.

Durante el desarrollo del fruto del tomate la produccion de etileno presenta dos picos. Un
dia después de la polinizacion se produce un aumento de la sintesis de etileno, que induce la

senescencia de los pétalos (Llop-Tous et al, 2000), posteriormente la hormona se mantienen en



un nivel basal. Cuando comienza la maduracién del fruto se produce un segundo pico de
produccioén de etileno, que es el responsable de los cambios de color y composicion del fruto que

tienen lugar durante la maduracién (Giovannoni, 2004).

Acido abscisico

El 4cido abscisico estd implicado en las respuestas de la planta a diversos tipos de estreses
y juega un papel importante en el desarrollo, maduracién e inhibicién de la germinacién de las
semillas. Su papel durante el desarrollo del fruto estd ligado al desarrollo de las semillas. La
concentracion del ABA en el fruto comienza a aumentar una o dos semanas después de la antesis
y se mantiene alta durante todo el proceso de desarrollo de la semilla hasta el comienzo de la

maduracion del fruto.

Otros reguladores

Existen otros reguladores vegetales implicados en el desarrollo del fruto: poliaminas,
brasinoesteroides y dcido jasmoénico. La aplicacién de diversas poliaminas en el ovario de tomate
produce desarrollo del fruto (Fos et al, 2003), lo que demuestra la implicacion de estos
reguladores en el cuajado. La concentracion de poliaminas en el ovario aumenta tras la
polinizacion o el tratamiento con auxinas, posteriormente el nivel de estas sustancias desciende
al terminar la fase de division celular (Alabadi et al, 1996). Los brasinoesteroides estan
implicados en la regulaciéon de la maduracion del fruto y en la composicion final del mismo
(Srivastava y Handa, 2005). El 4cido jasménico también esta implicado en la maduracién del
fruto, la concentracién de esta hormona aumenta durante el proceso de maduracién y su

aplicacion induce la sintesis de etileno y el viraje de color en el fruto (Imanishi y Nagata, 2003).

3.3.2 Caracterizacion de genes implicados en el cuajado del fruto en tomate

A pesar de la importancia del cuajado para el desarrollo posterior del fruto, la mayoria de

los estudios realizados en tomate se centran en el aislamiento y caracterizaciéon de genes

implicados en el proceso de maduracion del fruto (Moore et al, 2002). Sin embargo, durante el



desarrollo de esta tesis, el estudio de diversos genes capaces de inducir el desarrollo del fruto en

ausencia de fecundacion ha permitido avanzar en el conocimiento del control de este proceso.

Genes implicados en la regulacion hormonal

Los genes mas estudiados han sido los relacionados con la respuesta a auxinas. Se han
encontrado diversos genes implicados en la sefializacion de auxinas relacionados con el cuajado.
Algunos, como el gen diageotropica (dgt), parecen ser necesarios para el cuajado del fruto y

otros, como IAA9, IAA8 y ARF7, parecen inhibir el crecimiento del ovario.

Balbi y Lomax (2003) descubrieron la implicaciéon del gen Diageotropica (dgt) en el
cuajado del fruto. La mutacién de este gen provoca el fenotipo caracteristico de los mutantes
resistentes a auxinas, con numerosos efectos en el desarrollo vegetativo de la planta, como
reduccién de la longitud de los internodos y ausencia de raices laterales. También produce
alteraciones en el desarrollo reproductivo como: retraso en la floracién, reduccion del cuajado
del fruto, aumento del tiempo desde la antesis hasta la maduracion, reduccién del tamafio del
fruto, nimero de l6culos y semillas. A nivel molecular, la ausencia de este gen produce la
sobrexpresion de los genes IAA2 y TAAS, asi como la alteracion de la expresion de diversos
genes relacionados con la sintesis de etileno. Aunque se desconoce el mecanismo exacto, el gen
dgt parece ser necesario para el correcto cuajado del fruto, actuando junto a diversos genes de

respuesta a auxinas.

Wang y colaboradores (2005) caracterizaron el gen IAA9 perteneciente a la familia de
genes Aux/IAA, implicados en la respuesta a auxinas. El silenciamiento de este gen produce
plantas hipersensibles al tratamiento con auxinas, con hojas simples en lugar de compuestas y
capaces de producir frutos partenocdrpicos. IAA9 parece actuar como un represor transcripcional

de la sefalizacion de auxinas impidiendo el cuajado del fruto.

Goetz y colaboradores (2007) transformaron tomate con una construccién capaz de
silenciar el gen ARFS8 y obtuvieron plantas capaces de desarrollar frutos partenocarpicos. Los

mutantes de este gen en Arabidopsis también son capaces de desarrollar frutos partenocéarpicos,



lo que indica que ARF8 actiia como un inhibidor del cuajado del fruto en ambas especies.

De Jong y colaboradores (2009b) caracterizaron el gen de tomate homdlogo al ARF7 de
Arabidopsis perteneciente a la familia de los Auxin Response Factors. La expresion de este gen
es elevada durante el desarrollo floral y desciende drasticamente 48 horas después de la
polinizacion, cuando tiene lugar el cuajado del fruto. El silenciamiento de ARF7 induce el
cuajado partenocarpico. Esto sugiere que ARF7 funciona como un inhibidor del cuajado del fruto

hasta que tiene lugar la polinizacién.

Como era de esperar, los genes relacionados con la respuesta a GAs también estan
implicados en el cuajado del fruto. Marti y colaboradores (2007) analizaron la funcién de las
proteinas DELLA, represores de la sefial de GAs en tomate. En esta especie, a diferencia de
Arabidopsis donde existe una familia de al menos 5 proteinas DELLA, parece haber un tnico gen
DELLA, cuyo silenciamiento produce desarrollo partenocarpico del fruto. Los frutos obtenidos
presentan malformaciones en los 16culos, parecidas a las de los frutos inducidos por GAs. El gen
DELLA en tomate actuaria como un represor del desarrollo del fruto y estaria negativamente

regulado por la accién de GAs.

Factores de transcripcion tipo MADS Box implicados en el cuajado.

La formaciéon de los diferentes verticilos de la flor estd controlada por la accién de
factores de transcripcion. Estudios recientes han demostrado que la accién de estos factores va

mas all4 del control de la formacién de la flor y estd relacionado con el cuajado del fruto.

Los genes TM5 y TM29 de tomate son factores de transcripcién implicados en la
determinacion del meristemo floral y en la diferenciacion de los pétalos, anteras y estambres
(Pnueli e al, 1994b y Ampoach-Dwamena et al, 2002). De manera que cuando se silencia la
expresion de alguno de los genes se producen alteraciones en los tultimos tres verticilos que
presentan caracteristicas petaloides. Ademads de las alteraciones en la flor, en ausencia de ambos
genes las plantas son capaces de desarrollar frutos partenocarpicos. Estos genes parecen

controlar la diferenciacién floral y limitar el desarrollo del fruto en espera de la polinizacién.



3.3.3 Influencia ambiental en el cuajado del fruto en tomate, problemas y soluciones

Las condiciones ambientales tiene un gran impacto en el cuajado del tomate. Las
condiciones ideales son temperaturas dia/noche de 25°C/18°C, alta luminosidad y humedad
relativa alrededor del 60-80%. Cuando nos alejamos de las condiciones Optimas el cuajado se

reduce, disminuyendo en algunos casos drasticamente la productividad de las plantas.

El factor mas determinante para este proceso es la temperatura. Cuando el cultivo se
realiza en temperaturas muy altas se ven afectadas la meiosis en los gametofitos, la posicién del
estigma, el desarrollo de las anteras, la receptividad del estigma al polen, la germinacién del
grano de polen, el crecimiento del tubo polinico, la viabilidad del 6vulo y los procesos de post-
fertilizacion. De manera que a medida que incrementamos la temperatura el cuajado del fruto
disminuye y a partir de temperaturas de 37°C cesa la produccion (Peet et al, 1998). Las bajas
temperaturas también impiden el cuajado, en este caso el efecto se debe sobre todo a problemas
en el gametofito masculino, problemas en la microsporogénesis, germinacién del grano de polen,
progresion del tubo polinico, etc. Ademds las bajas temperaturas provocan alteraciones en la
morfologia de la flor (Lozano et al, 1998). Junto a la temperatura, la humedad y la luminosidad
también influyen en el cuajado. Humedades relativas muy altas dificultan la liberacion del grano
de polen, mientras que ambientes muy secos impiden la germinacioén del grano de polen en el
estigma. En cuanto a la luminosidad, en condiciones de baja luminosidad desciende la cantidad
de foto-asimilados, produciéndose deficiencias en el desarrollo de las anteras y reduccién de la

viabilidad del polen (Karapanos et al, 2008).

Las condiciones ambientales pueden ser controladas mediante el cultivo en invernaderos
con sistemas de calefaccion, refrigeracion y lamparas para regular el fotoperiodo. Sin embargo la
utilizacion de esta tecnologia supone un coste adicional, especialmente cuando se cultiva fuera
de temporada en zonas como el norte de Europa, donde la temperatura y luminosidad son bajas,
y en lugares del sur de Europa, donde durante el verano las temperaturas diurnas superan los
40°C. Por ello, es muy aconsejable mejorar el porcentaje de cuajado en condiciones subdptimas y
aumentar el rango de condiciones en que las plantas son capaces de cuajar. De esta manera se

consigue aumentar la produccién y cultivar fuera del ciclo habitual, sin necesidad de coste



adicional, ni grandes infraestructuras. Para conseguir mejorar el cuajado se emplean tres
estrategias: mejora de la polinizacidn, uso de fitorreguladores y empleo de variedades capaces de

cuajar en condiciones adversas.

La polinizacion se puede incrementar mediante la introduccion de insectos polinizadores
como Bombus terrestris (L.) o mediante el empleo de vibradores. Si las plantas producen polen
viable pero no en grandes cantidades, el empleo de estas técnicas mejora significativamente el
cuajado. Sin embargo, en ausencia de polen viable el empleo de polinizadores no consigue
mejorar el cuajado (Pressman et al, 1999). En este caso es necesario el empleo de métodos
alternativos. En condiciones de baja fertilidad se pueden aplicar fitorreguladores. Cuando la
temperatura impide el desarrollo normal del polen, la aplicacién de auxinas y giberelinas
promueve el desarrollo del fruto en ausencia de fecundacién, dando lugar al cuajado de frutos sin
semillas. Sin embargo, estas técnicas dan como resultado frutos de baja calidad, con tamafio
reducido o malformaciones (Sasaki et al, 2005). Otra opcion es emplear variedades capaces de
cuajar en condiciones subdptimas. Se pueden emplear variedades que producen polen viable en
condiciones de bajas temperaturas, variedades tolerantes a estrés térmico o variedades
partenocdrpicas. Las variedades partenocarpicas son aquellas en las que el cuajado y desarrollo
del fruto es independiente de la polinizacién y fecundacién, de manera que el cuajado se da

incluso en condiciones de baja fertilidad del polen.

4. Desarrollo del fruto en ausencia de fecundacion

El desarrollo normal del fruto tiene lugar tras la polinizacién y fecundacién. Sin embargo,
mediante los fenémenos de apomixis y partenocarpia se produce el desarrollo del fruto sin
necesidad de fecundacién. El estudio de estos procesos es muy interesante puesto que puede
ayudar a comprender mejor los mecanismos implicados en el cuajado del fruto, ademds de
proporcionar una buena herramienta para mejorar el cuajado en condiciones que impiden la

polinizacién y/o fertilizacion.



4.1 Apomixis

La apomixis es la reproduccién asexual o clonal de una planta por medio de semillas
(Nogler, 1984). La apomixis puede ser facultativa, cuando la planta es capaz de desarrollar
semillas procedentes de la ovocélula fecundada, u obligada, cuando la planta es estéril. Existen
tres clases de apomixis atendiendo a la célula que da origen al nuevo embrién: diplosporia (la
célula madre del saco embrionario o gametdfito femenino se desarrolla directamente en un
embridn) aposporia (el saco embrionario tiene su origen en una célula somdtica de las multiples
que rodean la célula madre del saco embrionario) y embriogenesis adventicia (no se desarrolla
saco embrionario y el embrion se desarrolla a partir de células del esporofito diploide) (Savidan,
2000). Este caracter resulta muy interesante para la mejora de cultivos, ya que permite evitar
todos los problemas de cuajado que derivan de una baja fertilidad del polen, ademds de servir
para multiplicar y mantener genotipos hibridos. La apomixis no es muy comun en la mayoria de
especies cultivadas, ni en las especies modelo Arabidopsis, tomate y arroz. Por ello, para la

mejora ha resultado mucho més interesante el uso de la partenocarpia.

4.2 Partenocarpia

En el desarrollo partenocarpico el fruto se desarrolla independientemente de la
fecundacion, dando lugar a un fruto sin semillas que carece de funcién bioldgica. La
partenocarpia puede ser obligada, cuando el cultivar es estéril y unicamente puede producir

frutos sin semillas, o facultativa, cuando es capaz de producir frutos con y sin semillas.

El estudio de este fendmeno es muy interesante desde el punto de vista basico para
profundizar en los mecanismos moleculares que median en el cuajado del fruto, al separar este
proceso del desarrollo del embrién. También presenta aplicaciones directas, puesto que la
partenocarpia es un cardcter que confiere muchas ventajas respecto al desarrollo normal de frutos
con semillas. La ausencia de semillas mejora la calidad de los frutos a varios niveles (Varoquaux
et al, 2000), por un lado es una ventaja clara para el consumidor cuando éstas son duras o con
mal sabor, como ocurre con las uvas. Ademds es de esperar que en ausencia de semillas se retrase

la senescencia del fruto puesto que ésta estd inducida por las semillas en algunas especies, como



la sandia (Varoquaux et al, 2000). Por otro lado, en muchas especies vegetales como, tomate,
berenjena y pimiento, la produccién de polen viable estd muy influenciada por las condiciones
ambientales y la productividad desciende dristicamente al alejarnos del ideal de temperatura,
humedad y luminosidad. Las plantas partenocérpicas, al ser capaces de desarrollar frutos sin
semillas, pueden mantener la produccion incluso durante los meses invernales (Karapanos et al,
2008). En el caso de la partenocarpia obligada, ésta presenta ademds ventajas de tipo comercial.
Si todos los frutos carecen de semillas, se debe comprar la semilla todos los afios a la casa
comercial. Ademds, la ausencia de semillas hace posible el empleo de plantas transgénicas

androestériles con la garantia de que no habra diseminacién de semillas.

A pesar de estas ventajas, la partenocarpia no se ha usado ampliamente en la agricultura.
En algunos casos, las mutaciones que permiten el desarrollo partenocdrpico tienen efectos
pleitrépicos que dan como resultado malformaciones en los frutos y baja calidad. En otras
ocasiones, este cardcter estd controlado por sistemas multigénicos, lo que dificulta su
introduccion en otras variedades. Es necesario mejorar el conocimiento de este proceso y de los

genes implicados en el mismo para su aplicacion en la agricultura.

El tomate es la especie modelo para el estudio del desarrollo de los frutos carnosos. En
esta especie existen diversos cultivares capaces de desarrollar frutos partenocdrpicos ademads, se
ha obtenido desarrollo partenocérpico del fruto artificialmente, mediante ingenieria genética y
mediante aplicacién de fitorreguladores (Gorguet et al, 2005). Por lo que esta especie es un

sistema ideal para el estudio de la partenocarpia.

4.3 Induccion de desarrollo partenocdrpico en tomate

La partenocarpia es un cardcter muy interesante desde el punto de vista aplicado puesto
que ofrece la posibilidad de mejorar la calidad y produccién de frutos en muchas de las especies
cultivadas actualmente. Este cardcter se encuentra de manera natural en algunas variedades de
diversas especies, sin embargo también puede ser inducido artificialmente mediante la aplicacion

de hormonas implicadas en el cuajado o mediante ingenieria genética.



4.3.1 Partenocarpia mediante aplicacion de fitorreguladores

El cuajado del fruto esta regulado por un delicado balance hormonal en el ovario. Durante
la antesis el nivel de hormonas en el ovario es minimo y unicamente tras la polinizacién y
fecundacion se produce un aumento de sefiales reguladoras que inducen el cuajado del fruto.
Mediante la aplicacién exdgena de hormonas es posible superar el umbral de concentracién
hormonal necesario para la induccién del cuajado del fruto. La aplicaciéon de citoquininas y
poliaminas induce el cuajado partenocarpico (Malpelli, 1981; Fos et al, 2003), sin embargo han
sido las auxinas y giberelinas las hormonas mds empleadas. En agricultura se ha empleado la
aplicacion de auxinas sintéticas (4 clorofenoxiacético, dcido 2-hidroximetil-4-clorofenoxiacético,
3-indolbutirico, dcido naftalencético y acido 2-4 diclorofenoxiacético) para conseguir produccién
del fruto a lo largo de todo el afio (Chamarro, 1995). Estas sustancias, pulverizadas sobre las
flores, inducen el cuajado y permiten la obtencién de frutos en condiciones ambientales
desfavorables para la polinizacién y fecundacién. Sin embargo, el empleo de estas précticas en la
agricultura, a pesar de conseguir mejorar el cuajado en condiciones adversas, no estd muy
extendido. Probablemente porque la utilizacién de fitorreguladores supone un gasto adicional y
los frutos obtenidos en muchos casos presentan tamafio menor y malformaciones, como escaso
desarrollo de los l6culos y alteraciones en la pulpa (Serrani et al, 2007), que imposibilitan su

comercializacion.

4.3.2 Partenocarpia mediante transgénesis

Tal y como se ha mencionado el desarrollo partenocarpico se puede inducir mediante la
aplicacion exdgena de diversas fitohormonas, es por tanto posible inducir el desarrollo
partenocdrpico mediante la expresion en el ovario de genes implicados en la biosintesis de
hormonas vegetales. Se han registrado diversas patentes basadas en el empleo de construcciones
que combinan genes de sintesis de auxinas, giberelinas y citoquininas bajo el control de

promotores especificos del ovario (Spena y Rotino, 2001).

Una de las estrategias mds empleadas es la partenocarpia inducida mediante la

construccion DefH9-iaaM (Rotino et al,1997). Esta construccién contiene un gen quimérico con



el promotor del gen Deficiens Homologue 9 (DefH9) de Antirrhinum majus (L.)y la secuencia del
gen iaaM de Pseudomonas syringae pv. Savastanoi (Van Hall) El gen iaaM codifica para una
triptéfano mono-oxigenasa que convierte el triptéfano en indolacetamida. Esta sustancia no tiene
actividad, pero es hidrolizada por las plantas para dar lugar al 4dcido indolacético (IAA), la auxina
mds comun en plantas. En la construccién de Rotino y colaboradores (1997) este gen estd
fusionado con las secuencias reguladoras del DefH9, un factor de transcripcion tipo MADS-box
que se expresa especificamente en los 6vulos, siendo su expresion en otros tejidos de la planta
indetectable mediante andlisis northern blot. Esta construccién produce un aumento de la
concentracion de auxinas en los dvulos, lo que induce el desarrollo de frutos partenocarpicos en
ausencia de fecundacion, pero no impide el desarrollo de frutos con semillas cuando tiene lugar
la polinizacién. Esta estrategia ha sido efectiva para la obtencidn de plantas partenocarpicas en
tomate (Ficcadenti et al, 1999) y otras especies, como tabaco y berenjena (Rotino et al, 1997),

fresa y frambuesa (Mezzetti et al, 2004), pepino (Yin et al,2006) y vid (Constantini et al, 2007).

En tomate, la construccion DefH9-iaaM se ha empleado con éxito para inducir el
desarrollo partenocédrpico del fruto. Sin embargo, cuando se introduce esta construccién en
determinadas variedades de tomate, los frutos desarrollados presentan malformaciones similares
a las causadas por la aplicacion de auxinas para inducir el cuajado (Pandolfini et al, 2002). Este
problema se puede solucionar modificando la construccién, de manera que se reduzca la eficacia
de la traduccion del transgen. Esta nueva construccion DefH9-RI-iaaM se debe emplear en
variedades especialmente sensibles a la accidén de las auxinas para garantizar la obtencion de

frutos normales.

Aparte de las estrategias basadas en la alteracion directa del metabolismo de las
hormonas, la alteracién de genes implicados en la respuesta a éstas también produce desarrollo
partenocarpico del fruto. En tomate se han desarrollado plantas transgénicas que expresan el gen
rolB en el ovario para inducir desarrollo partenocérpico (Carmi et al, 2003). El gen rolB de
Agrobacterium rhizogenes (Conn) expresado de manera constitutiva induce en la planta sintomas
caracteristicos del tratamiento con auxinas. Sin embargo, cuando estd bajo el control de las
secuencias reguladoras de TPRP-F1 (tomato prolin rich protein), que se expresa durante las fases

tempranas del desarrollo del fruto, las plantas transgénicas son capaces de desarrollar frutos



partenocdrpicos de tamafio y morfologia comparables a los de las plantas control.

Roque (2004) plantea una estrategia totalmente diferente a estas dos, basadas en
alteracién del metabolismo o respuesta a hormonas, y obtiene desarrollo partenocarpico
mediante la alteracién del desarrollo de las anteras. Para ello, emplea la construccion
END1::barnasa, compuesta por la regién promotora del gen END1 de guisante, que se expresa en
las anteras desde estadios muy tempranos, y el gen barnasa, un gen citotoxico. La plantas
transgénicas que portan esta construccidon son antroestériles, ya que la accién del gen barnasa
impide el desarrollo de la antera. Sin embargo, a pesar de la ausencia de polen funcional son
capaces de producir frutos sin semillas. Esta estrategia presenta una ventaja respecto a las dos
anteriores, no solo se consigue desarrollo partenocarpico del fruto, sino que ademds se impide la

diseminacién del transgen al tratarse de plantas androestériles.

A pesar de los éxitos obtenidos mediante ingenieria genética para inducir el desarrollo
partenocdrpico de los frutos, estas estrategias presentan varios problemas. Por un lado, es
necesario adecuar las construcciones empleadas al fondo genético de la variedad que se desea
transformar para evitar la apariciéon de malformaciones en los frutos (Pandolfini, 2002). Por otra
parte, la legislacion vigente es muy restrictiva con el cultivo de organismos genéticamente
modificados y existe un rechazo por parte del consumidor hacia este tipo de productos. Para

evitar estos problemas una solucion es el empleo de fuentes naturales de partenocarpia.

4.4 Fuentes naturales de partenocarpia en tomate

En tomate existen diversas lineas con capacidad para desarrollar frutos partenocérpicos.
Destacan tres lineas por su capacidad de desarrollar frutos con practicamente las mismas
propiedades que los frutos polinizados: Soressi o Montfavet 191 (Soressi y Salamini, 1975;
Pecaut y Philouze, 1978), Severianin (Philouze y Maisonneuve, 1978) y RP75/59 (Reiman-
Philipp, 1968). Estas lineas han sido las mds estudiadas pero también existen otros genotipos con
cierta tendencia a desarrollar frutos sin semillas como: PI 190256, Oregon Cherry, Oregon 11,
Carobeta (Spena y Rotino, 2001) y las lineas de introgresion de Solanum habrochaites (S. Knapp

y D.M. Spooner) IVT-linel y IL5-1 (Gorguet et al, 2008). Sin embargo, a pesar de la existencia



de diferentes fuentes naturales de partenocarpia, ain no se ha conseguido aislar ninguno de los
genes responsables de este fenotipo. En Severianin y RP75/59 existe controversia en cuanto al
nimero de genes implicados en el control del caricter, y dnicamente en ITV-linel, IL5-1 y
Montfavet 191 se han localizado las regiones cromosOmicas donde se encuentran los genes

responsables de la partenocarpia.

4.4.1 Partenocarpia en las lineas ITV-line 1 y IL5-1

Gorguet y colaboradores (2008) han estudiado la genética de las lineas de introgresion
ITV-line 1 y IL5-1 con capacidad partenocédrpica. Ambas lineas tienen capacidad para desarrollar
frutos sin semillas de igual forma y color que los semillados y con los 16culos rellenos. La linea
IL5 se desarrollo a partir de un cruce entre S. habrochaites (SH) y S. lycopersicum cv.
Moneymaker (Finkers et al, 2007). Esta linea presenta capacidad partenocdrpica y el estilo exerto
desde el estadio de pre-antesis, lo que dificulta la fecundacién y favorece la partenocarpia. Los
autores identificaron 2 QTLs responsables del fenotipo partenocarpico en esta linea. Un QTL
mayor, pat4.1, situado cerca del centromero del cromosoma 4 y otro QTL en el cromosoma 5,
pat5.1. El segundo QTL afectaria al nivel de partenocarpia, de manera que a mayor nimero de
alelos procedentes de S. habrochaites la planta tendria mayor capacidad partenocérpica, siempre

y cuando tenga al menos un alelo de S. habrochaites para el QTL pat4.1.

La linea ITV-linel se desarrollé en los 80s a partir de un cruce interespecifico entre S.
habrochaites y S. lycopersicum (Zijlstra, 1985). Esta linea posee al menos 5 fragmentos de S.
habrochaites en los cromosomas 4, 5, 6, 9 y 11. La partenocarpia en esta linea estd controlada
por, al menos, dos QTLs con igual peso, uno situado cerca del centrémero del cromosoma 4,
pat4.2, y otro cerca del telomero del brazo largo del cromosoma 9, pat9.1. En este caso, es
necesaria la presencia de un alelo de S. habrochaites en ambos QTLs para obtener desarrollo
partenocarpico. En ambas lineas se mapearon QTLs cerca del centrémero del cromosoma 4,
aunque se desconoce si pat4.1 y pat4.2 son el mismo gen. Al comparar los marcadores COS
(Conserved Ortologue Genes, secuencias presentes una unica vez en el genoma de tomate y
Arabidopsis) de esta zona del cromosoma 4, se descubrid que éstos estaban situados en el

cromosoma 5 de Arabidopsis muy cercanos al gen ARFS8, cuyo silenciamiento induce el



desarrollo partenocarpico del fruto. Es probable que el ort6logo al gen ARFS8 de Arabidopsis sea

el responsable del fenotipo partenocdrpico en ambas lineas de tomate.

4.4.2 Partenocarpia en Soressi o Montfavert 191

La partenocarpia debida al gen pat fue descrita por primera vez en 1975 por Soressi y
Salamini. Los autores describieron el mutante short anther (sha, anteras cortas) en una poblacién
obtenida mediante mutagénesis con ethyl methanosulfonato (EMS). El mutante sha se
caracterizaba por un desarrollo anormal de las anteras, ademds, presentaba la capacidad de
desarrollar frutos en ausencia de fecundacién. En principio, este fenotipo se achac6 a dos genes
recesivos sha y pat (frutos partenocarpicos). Posteriormente, Pecaut y Philouze (1978)
obtuvieron un mutante espontaneo con el mismo fenotipo al que denominaron Montfavert 191.
Estos autores comprobaron que ambos mutantes eran alélicos y que era imposible obtener plantas
con Unicamente uno de los caracteres. Por ello concluyeron que ambos caracteres estaban
causados por una mutacién recesiva en un tnico gen denominado pat con efectos pleiotrépicos

(Philouze y Pecatau, 1986).

El fenotipo pat se caracteriza por producir un alto nimero de frutos sin semillas, de
aproximadamente 2/3 del tamafio normal, y por tener fertilidad reducida; solo en contadas
ocasiones produce frutos con un nimero bajo de semillas. Esto es debido a los efectos
pleiotrépicos de la mutacién, que produce alteraciones en el tercer y cuarto verticilo de la flor
(Figura 8) (Mazzucato et al 1998). Los estambres tienen un tamafio mucho menor y en ocasiones
presentan estructuras carpeloides y 6vulos, por lo cual la producciéon de polen viable estd muy
reducida. También presenta alteraciones en el desarrollo de los 6vulos, debidas al desarrollo
inadecuado de la cubierta, con lo que se reduce la producciéon de gametofitos femeninos viables.
Ademds, parece haber alteraciones durante el crecimiento del tubo polinico de manera que la
microspora no es capaz de llegar hasta los 6vulos (Mazzucato et al 2003). Estas alteraciones son
mds o menos severas dependiendo de las condiciones ambientales. Las bajas temperaturas
nocturnas favorecen la aparicion de las alteraciones, y también influye la posicion de la flor en la
planta, los ramilletes superiores presentan menor porcentaje de flores con alteraciones

(Mazzucato et al, 1999).



Introduccion

Figura 8. A y B Androceo de plantas control. C y D androceo de plantas pat. Barra de escala
200um (Mazzucato et al 1998).

El fenotipo pat parece estar mediado por la alteracioén en la expresion de diversos genes
(Olimpieri et al, 2007). Por un lado, la GA20 oxidasa 1, implicada en la sintesis de GAs activas,
estd expresada constitutivamente en el mutante, mientras que durante el desarrollo normal este
gen no se expresa hasta después de la polinizacion y fertilizacion. Esta diferencia explica el alto
contenido de GAs presente en el ovario en antesis y el desarrollo partenocédrpico del fruto.
Ademas, los genes SPY, LeT6 y LeT12, implicados en el control de la sintesis de GAs cuya
transcripcion esta activada durante la antesis de manera normal, estdn reprimidos en este estadio
en el mutante pat. Lo que indica que la mutacién pat afecta al control de la sintesis de GAs al

principio de la cascada de regulacion.

El fenotipo pat se debe a la accién de un Unico gen recesivo con efectos pleiotrépicos
(Philouze y Pecatau, 1986). El cartografiado de este gen se realiz6 a partir de un cruce
interespecifico con Solanum pennellii (Correll) (Beraldi et al, 2004). Las plantas se clasificaron
como portadoras del alelo pat en funcién de la presencia de anteras subdesarrolladas, ya que este
cardcter no es tan sensible como la partenocarpia al fondo genético ni a las condiciones
ambientales. El cartografiado se realizO empleando marcadores AFLPs, cartografiados
previamente, que permitieron localizar el gen en el brazo largo del cromosoma 3. Posteriormente

la zona donde se encuentra el gen quedd reducida a 1,2cM mediante el empleo de SCARs
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derivados de los marcadores COS. Sin embargo, no se detect6 ningtin posible gen candidato en la
zona delimitada ni se encontré microsintenia con Arabidopsis. Por todo ello, hasta la fecha no se

ha podido clonar el gen pat.

4.4.3 Partenocarpia en Severanin

La variedad Severianin es otra de las fuentes naturales de partenocarpia mas estudiadas.
Se desarroll6 a partir de un cruce de Byzon (S. lycopersicum) con una F1 procedente del cruce
Gruntovij Gribovskij (S. lycopersicum) x S. habrochaites. Philouze y Maisonneuve (1978) y Nuez
y colaboradores (1986) caracterizaron la capacidad partenocarpica de esta variedad y dedujeron
que era debida a la accién de un tnico gen recesivo al que denominaron pat-2. La hipdtesis de un
solo gen recesivo es la mas aceptada, sin embargo Vardy y colaboradores (1989b) propusieron un
modelo para la partenocarpia de Severianin basado en la accién de dos genes. Los autores
cruzaron Severianin con 11 lineas distintas portadoras de marcadores fenotipicos asignados a los
distintos cromosomas de tomate. Los resultados obtenidos en estos cruces no eran consistentes
con el modelo de un gen recesivo, por lo que los autores propusieron un modelo de dos genes.
Pat-2 serfa un gen mayor y un nuevo gen mp seria un gen menor que podria encontrarse presente
en homocigosis en plantas sin capacidad partenocédrpica. Ademds encontraron ligamiento de pat-
2 con genes situados en el cromosoma 3, aunque no fueron capaces de situar el gen mp. Este
trabajo presenta varios problemas, por un lado, los autores no fueron capaces de localizar el gen
mp. Ademads la clasificacion de las plantas fue realizada en base al porcentaje de frutos
partenocdrpicos producidos por la planta, caracteristica que estd altamente influenciada por las
condiciones ambientales. Por todo ello durante el resto de la tesis nos referiremos a la

partenocarpia obtenida a partir de Severinin como pat-2, ya que es el modelo mds aceptado.

La accion de pat-2 confiere a la planta la capacidad de desarrollar frutos en ausencia de
polinizaciéon y fecundacion con las mismas caracteristicas que los frutos semillados. La
partenocarpia causada por la accién de pat-2, a diferencia de lo que ocurre con pat, no presenta
efectos sobre el desarrollo reproductivo de la planta. Las flores estdn perfectamente formadas y
cuando las condiciones ambientales lo permiten dan frutos con semillas. Severianin es, por tanto,

una variedad partenocarpica facultativa. En esta variedad el porcentaje de frutos partenocarpicos



viene determinado por factores ambientales y enddgenos. La temperatura parece ser uno de los
factores mds importantes. Las altas temperaturas favorecen la formacién de frutos
partenocdarpicos (Lin et al 1983b), probablemente debido a dificultades en la polinizacién y al
aumento de la tasa de crecimiento del ovario en estas condiciones. El tipo de crecimiento de la
planta también parece estar relacionado con la capacidad partenocdarpica, estando favorecido el

desarrollo de frutos partenocdrpicos en plantas de crecimiento determinado (Lin et al, 1984).

A diferencia de lo que ocurre con pat, en Severianin los frutos partenocarpicos tienen el
mismo tamafio que los frutos con semillas. En esta variedad el desarrollo partenocarpico parece
estar muy relacionado con el desarrollo de las cubiertas del 6vulo para dar lugar a
pseudoembriones. No existen frutos de tamafio grande que no presenten estas estructuras, ni
frutos pequeiios con pseudoembriones completamente desarrollados. Ello que sugiere que los
pseudoemebriones actuarian como sustitutos de las semillas, promoviendo el desarrollo del fruto

y dando lugar a frutos de igual tamafio a los frutos con semillas (Kataoka et al, 2003).

El papel de las GAs en el desarrollo partenocérpico del fruto es de sobra conocido, los
ovarios de las plantas pat tienen un mayor contenido en GAs (Olimpieri et al, 2007) y la
aplicacion de GAs induce el desarrollo del fruto (Wittwer et al, 1957). En pat-2 esta hormona
también juega un papel importante, Fos y colaboradores (2000) analizaron el contenido en GAs
de plantas pat-2 derivadas de Severianin y de lineas cuasi-isogénicas de éstas. Encontraron que el
contenido en GA,, era muy alto en los ovarios de las plantas pat-2 ya antes de la antesis. Aunque
GA, no seria activa, su acumulacion aumentaria la sintesis de GAs activas, induciendo el
desarrollo partenocarpico del fruto. Ademds de las GAs, en la partenocarpia de pat-2 las
poliaminas también parecen estar implicadas. El nivel de estas sustancias en los ovarios de
plantas pat-2 es més elevado que el de lineas cuasi-isogénicas no partenocarpicas, ademds la
inhibicién del desarrollo partenocérpico causada por la aplicacién de paclobutrazol puede ser

contrarrestada tanto por la aplicacién de GA; como por poliaminas (Fos et al, 2003).



Introduccion

4.4.4 Partenocarpia en RP75/59

La linea RP75/59 también posee un alto nivel de partenocarpia. Esta linea fue
desarrollada por Reinmann-Philipp (1968) en Alemania a partir de un cruce entre “Atom” X
“Bubjekosoko”. RP75/59 es capaz de producir frutos sin semillas de las mismas caracteristicas
morfoldégicas que los frutos normales, con desarrollo normal de los l6culos (Figura 9). No
presenta malformaciones en las flores y las plantas son capaces de dar frutos con semillas

cuando las condiciones ambientales lo permiten.

Figura 9. Seccién de fruto partenocdrpico de la linea RP75/59.

Al igual que ya ocurria en pat y pat-2, la partenocarpia en RP75/59 estd mediada por la
accion de las GAs (Fos et al, 2001). Cuando se aplica un tratamiento con paclobutrazol, un
inhibidor de la sintesis de GAs, a las flores en antesis, se impide el desarrollo de frutos en
ausencia de fecundacién. Sin embargo, este tratamiento es contrarrestado por la aplicacién de
GA;. Ademds, las concentraciones de diversas GAs en ovarios no polinizados de plantas

partenocdrpicas son significativamente superiores que en ovarios de plantas no partenocdarpicas.

La linea RP75/59, a pesar de su alta capacidad para cuajar frutos, superior a pat-2 (Scott,
1984 y Chareonboonsit ef al, 1985), ha sido mucho menos estudiada. Esto se debe principalmente

a que presenta un modo de herencia complejo, de hecho hay tres modelos de herencia propuestos
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para explicar el control genético de este cardcter, hecho que dificulta la introduccién de éste en

variedades no partenocdrpicas (Gorguet et al, 2005).

El modelo de Philouze

Philouze (1989) estudié la heredabilidad de la partenocarpia de RP75/59. Mediante
cruzamientos demostré que este caricter no era alélico a los de otras fuentes de partenocarpia
descritas previamente (pat, pat-2). El caricter seria recesivo, puesto que al cruzar con una
variedad no partenocdrpica la F1 es incapaz de cuajar frutos en ausencia de polinizacién y
fecundacion. Los estudios con las generaciones segregantes le llevaron a concluir que la
partenocarpia en RP75/59 estaria controlada por al menos 3 genes recesivos, probablemente 4 o

5, que estarian actuando independientemente, pero que tendrian efecto acumulativo.

El modelo de Nuez y colaboradores

Nuez y colaboradores(1986, 1988) propusieron un modelo para la habilidad de cuajar
frutos sin semillas en RP75/59 basado en la accién de dos genes independientes parcialmente
recesivos. Los autores denominaron a estos genes pat-3/pat-4. De acuerdo con este modelo, la
linea RP75/59 seria homocigota para pat-3 y pat-4. Estos genes serian parcialmente recesivos, ya
que aunque en las condiciones climatoldgicas del sudeste espafiol las plantas heterocigotas no
son capaces de producir frutos partenocarpicos, las plantas homocigotas para uno de los dos

genes y heterocigotas para el otro si poseen capacidad partenocarpica.

El modelo de Vardy y colaboradores

Vardy y colaboradores (1989a) estudiaron la heredabilidad de la partenocarpia procedente
de RP75/59 en condiciones de bajas temperaturas que tnicamente permiten el cuajado de frutos
sin semillas. Los autores proponen un modelo basado en la accién de tres genes recesivos
independientes con efectos aditivos. Mediante estudios de ligamiento, usando 40 marcadores
morfolégicos distribuidos a lo largo del genoma del tomate, fueron capaces de encontrar

ligamiento con dos genes. El gen diageotropica (dgt) situado en el brazo largo del cromosoma 1



y el gen yellow verescent (yv) situado en el brazo largo del cromosoma 6. Sin embargo, no fueron

capaces de determinar la posicion del tercer gen que proponen en su modelo.

Hasta la fecha, ninguno de los tres modelos ha sido universalmente aceptado y el control
genético de este cardcter sigue sin estar claro. Esto se debe probablemente a los diferentes
criterios empleados para caracterizar las generaciones segregantes. Unos autores cultivan las
plantas en condiciones desfavorables para la polinizacién, que pueden afectar a la expresividad
del cardcter, mientras otros castran las flores para evitar la polinizacién. También existe
discrepancia en la clasificacion de las plantas como partenocarpicas. Algunos autores clasifican
las plantas en funcion del porcentaje de frutos que cuajan, siendo €ste un cardcter cuantitativo
que luego se transforma en un cardcter cualitativo al poner un punto de corte arbitrario para
separar distintas clases. Sin embargo, otros autores no tienen en cuenta el porcentaje de frutos
cuajados sino las caracteristicas morfoldgicas de los frutos sin semillas, de manera que no tienen
en cuenta los frutos con malformaciones o de pequefio tamafio. Estas dificultades a la hora de
clasificar las plantas han hecho que la partenocarpia derivada de RP 75759 no se haya empleado
en programas de mejora a pesar de que esta linea tiene mayor capacidad de produccién que
Severianin. Es por tanto necesario profundizar en el estudio de la genética de este caricter y
determinar unos criterios claros para clasificar las plantas como partenocdrpicas y no

partenocdrpicas, para hacer posible su empleo en los programas de mejora.



II. OBJETIVOS






Uno de los procesos de desarrollo vegetal mds importante para la produccion agraria es el
cuajado (reanudacion del crecimiento del ovario) y el desarrollo del fruto, que puede verse
afectado por multitud de factores, tanto abidticos como bidticos. En algunos casos el desarrollo
del fruto sucede sin fertilizacidn ni produccion de semillas viables, a este proceso se le denomina
desarrollo partenocdrpico del fruto y puede ayudar a superar el problema de la baja
productividad en condiciones en las que el desarrollo normal del fruto es limitado. El estudio de
estos procesos es la base principal para la resolucion de los problemas de cuajado, sin embargo
se han realizado muy pocos estudios en tomate. El objetivo general de esta tesis es estudiar la
base molecular del desarrollo del carpelo, cuajado normal y partenocdrpico en tomate, lo que

servird de base para la mejora del cuajado en condiciones adversas.

En este trabajo se pretende:

1. Aislar genes implicados en el cuajado del fruto en tomate, mediante la técnica de
sustraccion de genotecas y mediante el andlisis de la expresiéon génica en la especie
modelo Arabidopsis.

2. Estudiar el desarrollo del carpelo en variedades partenocarpicas y no partenocarpicas de
tomate mediante el andlisis del transcriptoma.

3. Identificar genes implicados en el cuajado partenocérpico del fruto en la linea RP75/59.

4. Desarrollar y caracterizar una poblacién F2 para la localizacién y estudio de los genes

implicados en la partenocarpia de la linea RP75/59.






III. MATERIALES Y METODOS






Materiales y métodos

1. Material vegetal

En los estudios realizados en esta tesis se han utilizado dos lineas de tomate. Como
variedad control se empleé UC82 y como linea partenocdrpica RP75/59. La variedad UC82 fue
desarrollada en la Universidad de Davis alrededor de los afios 70. Se trata de una variedad de
crecimiento determinado y maduracion muy agrupada, que produce frutos oblongos muy firmes
(Nuez, 1995). Ha sido muy empleada para producir tomates para procesado industrial, pero
también en investigacion, por ejemplo, para producir plantas transgénicas con capacidad
partenocarpica (Pandolfini er al , 2002). La linea RP75/59 fue desarrollada por Reinmann-
Philipp (1968) en Alemania a partir de un cruce entre “Atom” x “Bubjekosoko”. Es capaz de
producir frutos sin semillas de las mismas caracteristicas morfolégicas que los frutos normales,

con desarrollo normal de los 16culos.

Figura 10. Cultivo del material vegetal en los invernaderos del COMAV.
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Todos los materiales empleados proceden de plantas cultivadas en los invernaderos del
COMAV, en condiciones de temperatura entre 24 y 14°C y fotoperiodo de 16 horas. Las plantas
se cultivaron en macetas de 35cm de didmetro por 35cm de altura, en sustrato de fibra de coco y

empleando el fertilizante habitual para tomate en la zona de Valencia (Figura 10).

La sustraccion de genotecas se desarroll6 a partir de material procedente de flor entera de
la variedad UCS82, cultivada en el periodo primavera/verano del 2006. Las flores se polinizaron
manualmente en antesis (momento de la apertura de los pétalos y liberacion del grano del polen).
Se recolectd 1g de flores en antesis, y a intervalos de 24h hasta 7DPA (Figura 11). Estas flores se

congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C.

o
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Figura 11. Flores en antesis, a 3DPA y a 7DPA.

El andlisis de la expresion génica de los genes identificados a partir de los datos del
microarray ATH1 de Arabidopsis se realiz6 en carpelos de la variedad UC82 (cultivada en
primavera/verano 2006) procedentes de flores polinizadas manualmente en antesis. Las flores se
recolectaron: dos dias antes de la antesis, en antesis, a intervalos de 24 horas hasta 7DPA y a 12
DPA. Inmediatamente se extrajeron los carpelos (150mg), se congelaron en nitrégeno liquido y

se guardaron a -80°C.

Las hibridaciones del GeneChip Tomato Genome Array de Affymetrix se realizaron con
material de la variedad UC82 y de la linea RP75/59 (cultivadas en primavera/verano 2007). Para
llevar a cabo el estudio del desarrollo del carpelo y cuajado normal del fruto, se seleccionaron
cuatro estadios de desarrollo: botén floral (longitud de los pétalos entre 4,5 y 7mm), de botén
floral a pre-antesis (longitud de los pétalos entre 7,5 y 9mm), antesis y 3DPA (tras polinizar

manualmente en antesis) (Figura 12). Se recogieron flores de ambas lineas en los 4 estadios de



Materiales y métodos

desarrollo durante tres semanas seguidas, para obtener triplicados bioldgicos. Rédpidamente se
extrajeron los carpelos (150mg), se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
guardaron a -80°C. Para llevar a cabo el estudio del cuajado partenocarpico del fruto se
emascularon las flores dos dias antes de la antesis y se polinizé en antesis la variedad control
UCS?2. Se seleccionaron los estadios de antesis y 3DPA, y se recogieron flores en tres semanas
distintas. Répidamente se extrajeron los carpelos (150mg), se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C.

Boton Pre-Antesis Antesis 3DPA

Figura 12. Estadios de desarrollo floral empleados en el andlisis del desarrollo del carpelo y

cuajado del fruto mediante hibridacién de microarrays. A. RP75/59. B. UCS2.

A partir de las lineas UC82 y RP75/59 se desarrollé una poblacién F2 segregante para la
partenocarpia. Para obtener la F1 se emple6 UC82 como parental femenino, las flores fueron
emasculadas antes de la antesis e inmediatamente polinizadas con polen procedente de RP75/59,
tras lo cual se embolsaron para impedir que pudieran ser polinizadas. A partir de las semillas
obtenidas se plant6 una uUnica planta F1 para desarrollar una F2 segregante. Las flores de la F1 se
embolsaron antes de la antesis para asegurar que las semillas obtenidas procedieran de una
autofecundacion. La caracterizacion fenotipica de la poblacion segregante se llevo a cabo durante

noviembre de 2008 y abril de 2009. Se caracterizaron 142 plantas de la F2, 1a F1 y los parentales.
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Las plantas se cultivaron a dos guias, una para evaluar la partenocarpia y otra para evaluar el
cuajado tras polinizar. Se caracterizaron cuatro ramilletes por guia y tres flores por ramillete con
objeto de evitar fendmenos de competencia entre frutos. Todas las flores caracterizadas fueron
emasculadas dos dias antes de la antesis, pero tinicamente se polinizaron las de la guia empleada
para evaluar la capacidad de cuajado tras polinizar. El andlisis de la expresion génica en plantas
procedentes del cruce entre la variedad UCS82 y la variedad RP75/59 se realizé con flores en el
estadio de antesis. Se recogieron flores de 16 plantas de la F2, la F1 y de ambos parentales en el
estadio de antesis (150mg), se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se guardaron a

-80°C.

2. Sustraccion de genotecas

La sustraccién de genotecas se realizé a partir de ARNm procedente de flores de la
variedad UCS82 en los estadios de antesis y 3DPA. La extraccion de ARN total se realizd
siguiendo el protocolo descrito por Bugos y colaboradores (1995), basado en una precipitacion
selectiva con LiCl. El ARNm se purific6 mediante columnas de oligo(dT)-celulosa siguiendo el
protocolo descrito en kit ARNm Purification Kit Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg,

Alemania). A partir de este material se realiz6 la sustraccién de genotecas con el kit Clontech

PCR-SelectTM ¢DNA Subtraction Kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, EEUU). La

sustraccion propiamente dicha consta de siete pasos:

1) Sintesis del ADNc. Se sintetizé el ADNc partiendo del ARNm. La transcripcion reversa
se llevo a cabo utilizando como cebador un oligodT con dianas para los enzimas de restriccion

Rsa Iy Hind III en el extremo 3'. Posteriormente se sintetiz6 la segunda cadena de ADNCc.

2) Digestion. Se digiri6 ADNc con el enzima Rsa I, que corta en el cebador empleado para

la sintesis y, al ser un enzima de corte frecuente, en alguna de las otras zonas de los ADNc.



3) Ligacion. Se disponia de dos poblaciones de ADNc, de una (3DPA, tester) se pretendia
aislar los genes que no estaban presentes en la otra (antesis, driver). Para ello, de la muestra tester

se tomaron dos alicuotas, una de las cuales se 1igd con el adaptador 1 y la otra con el adaptador

2R.

4) Hibridacion 1. Se realizé una primera hibridacién en la que se mezclé ADNc de la
muestra tester ligado con el adaptador 1 y un exceso de ADNc de la muestra driver no ligada. De
forma independiente se repitié con el ADNCc tester 2R. Ambas mezclas se desnaturalizaron y se
dejaron renaturalizar a 68°C durante 8 horas. De manera que, cuando un determinado fragmento
se encontraba presente en ambas poblaciones se formaron hibridos tester-driver y en el caso de
los fragmentos diferenciales presentes Unicamente en la muestra tester se formaron moléculas

tester-tester y tester de simple cadena, dependiendo la frecuencia del transcrito (Figura 13).

5) Hibridacion 2. Las dos hibridaciones (tester 1 y tester 2R) se volvieron a hibridar entre si
a 68° 16 horas, sin desnaturalizar, en presencia de un exceso de ADNc driver. De este modo se
consigui6 la creacion de hibridos testerl-tester2R. A parte de este tipo de moléculas, en la
muestra final, se obtuvieron hibridos, testerl-testerl, tester2R-tester2R, testerl-driver, tester2R-

driver (Figura 13).

6) Amplificacion 1. Tras estos pasos de hibridaciéon se produce la amplificacién de los
fragmentos diferenciales. En la primera PCR se emple6 un cebador homdlogo tanto del
adaptador 1 como del 2R. La conformacién de los cebadores y adaptadores es tal que se produce

la amplificacion especifica de las moléculas tester1-tester2R (Figura 13).

7 Amplificacion 2. En la segunda PCR se emplean cebadores especificos para cada uno de
los adaptadores, de manera que se consigue amplificar aun mas las moléculas testerl-tester2R y

reducir el ruido de fondo (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del procedimiento de sustracciéon (manual del Clontech PCR-SelectTM

cDNA Subtraction Kit).

Los productos de la segunda PCR se clonaron directamente en un vector plasmidico con
el sistema InsT/Aclone™ PCR Product Cloning Kit (Fermentas, Hanover, EEUU). Los clones se
secuenciaron usando el protocolo descrito en Applied Biosystems 3730/3730x] DNA Analyzers
Sequencing Chemistry Guide (Applied Biosystems, Woolston, Reino Unido), empleando como

cebador el cebador especifico del adaptador 1. En los casos en que el adaptador 1 se ligd en el



extremo oligodT se emple6 el cebador especifico del adaptador 2R. Las reacciones se analizaron
en un secuenciador capilar ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems). La
limpieza, ensamblaje y agrupacion de las secuencias se llevo a cabo con el programa Staden
(http://staden.sourceforge.net/staden_home.html). Para determinar a que genes correspondian
nuestras secuencias se realizé un BLAST (Altschul et al, 1990) contra la base de datos de tomate
del TIGR (LeGI 11.0). Una vez determinado a qué gen correspondia cada uno de los clones de la

genoteca se emplearon las secuencias del TIGR para los andlisis posteriores.

3. Extraccion de ARN total, retrotranscripcion y PCR cuantitativa

La extraccion del ARN total se realizé siguiendo las instrucciones del kit TRI reagent
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EEUU). El ARN total fue incubado con DNAse I (Roche,
Nonnenwald, Alemania) para eliminar cualquier contaminacién con ADN gendmico. La
validacion de la sustraccion y del GeneChip Tomato Genome Array de Affymetrix se realizé con

el ARN utilizado en los respectivos experimentos.

El ADNCc se sintetiz6 a partir de 1ug de ARN total empleando un cebador que contenia
una cola oligo d(T) con el enzima Expand Reverse Transcriptase (Roche). Este material fue
utilizado para las PCR cuantitativas a tiempo real, que se realizaron en un ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) con la mezcla de reacciéon Absolute SYBR
Green ROX Mix (ABgene, Epsom, Reino Unido). Los cebadores empleados en estos ensayos se
disefiaron con el programa Primer Express de Applied Biosystems (Tabla 2). Cada una de las
reacciones de PCR cuantitativa se realiz6 por triplicado. Una vez obtenidas las curvas de
amplificacion se calcul6 la eficiencia de cada reaccion con el programa DART-PCR 1.0 (Peirson
et al, 2003; http://www.gene-quantification.de/peirson-dart-version-1.pdf). Con este dato se
calcul6 la expresion relativa de cada uno de los genes, con el algoritmo descrito por Liu y Saint
(2002), empleando la actina como gen de referencia. Por ultimo, se calculd la media de los

triplicados y el error asociado.



Tabla 2. Cebadores empleados en los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real.

Cebador Directo Reverso

ACTINA AAGATGGCAGACGGAGAGGATA TGCGAACCCAGCCTTGAC

PCNA GAACGATGCGAACTTTGATTGTT TGGAGTCCATGGCTTGCA

TC177661 GGGCAAAGTGGAGCCATGT AACAGCTTTACTTCTGGCTCTGATAA
TC171919 GCACAACTCCACGGTTCCTACT AAATAACGATGGCCAGCTTGA
TC180002 CTTGCGGACAGATGCTTGAA GTTCCAGAAGGCACGCATTT
TC172546 GGGACAACTGGATCGGTACGT TGCTCTAATGTGTTCTTGCAACAG
TC180398 GTATTTGTTGCTCCCTTAGGCATT AAAAACTGATAGGAGAAGTGGCATGTA
TC176776 GTGTCACCGGCGATTGAAC CTTCCCAAAAGCGCTACAGAA
TC170549 CCATGAACACCCTTAGTGATGAGT GGAGTTCCCATGGTTTTCTTAGTTT
TC170845 CACAACAGCTTGACCGGACAT GAGAAATCAAGCGTGGAAAAATTC
TC174950 CAGAGGCAAAGGGAAATGCA GACCTGCTGGACACATTGTGTT
TC175253 TGAAAAGTTTGCGGATGAAAATT CCAGCATTTGCCATTGACAA
TC183105 GGAACAATTCGGGAAGGATGA CAGTTGCAGCCATAAATGATCTCT
TC185802 ACCCCACTTACAATCCCTAAAGG TCGATGTTTCTTTCCAATCTGAAC
TC180501 AATCCCAAGTATTCAATATGGGAGAT GAGCAACAATTTGTGCATCCA
BP892749 GACGCTGGTGATACGAAGCA CGTACTTGCATCCCTCTTCTTCA
TC170127 AAGCGCCATCCTCGTAGGA GCAGTGCTCAAGGAGGAAACA
TC171323 CGCAGCAAATCCAACATGAG GCCACATCAAATACCTCCTTTGT
TC173634 CATGGGCTTCGCTTCTTAGC TTGGAGTCGGAAAATGACCAA
TC176031 CGGTGGCAACTTCACTTCAA TGCAGCCGCAAAATCCA

TC179613 CAGAGTTTTGAAGCACTGAATCAAC CCACCTTCCCTTTAACACTCTGA
TC180040 GCTGGCTACCATGGAGCTTAA TTGCAAGGCACAACCATATTG
TC180719 CCGAGGAGGCAACACTCAAA GGTCGCTCACCCTCATCTTTC
TC188286 CCTTTTCAGTTTCCCTTTAATGGA TCTCTTCGACAGCCGGTTCT
TC178485 GGAGCTAATCCTGAAGTTGCGATA TTATAGCCAACGGGACGATTG
TC173021 CAACCTAAGGCTGGAGCAGAGT GCCCGTTCAATGGCAACTT
TC173238 CGACATTCGCTCAGCTTATCG CTGGATTCTTCGCCCACCTA
TC173999 TGACGGAACGACTCCGAATC AAGTCTCCCAGCCAAAAAATCA
TC178258 AAGGCAATGGGCACCAGTAT CGGAAAACTTAAATGCCTTCTCTGT
TC170885 CAGTAACGATGACGCGCTTTAA TGCCGGCTAGGCATTATTCT
TC189147 AAGGATGCTTTGTCAAAGGTTCTT TCATTTCCTGGCTAATTGTCAATC
TC179551 GGTGTTGTTAATTGGAGCAGATTTT CTATTGAGGAAAGGGCCAAGAG
TC174046 GCGTTGACAGAGGGTGGATT CGTCTTTTTCAGCTGTTCATTAGG
TC187856 TGATACGCTGGTTTCATTTGGT CACCTCCCGATGCCTTCA

TC173336 CTTAGACGGATCAGGTGAGAAAGAT CCTCTCCATGGTCGCCAAT
TC172016 GCAGCAATCCGGCTAATACATT CGAGCAGAGTGTTTTCTAATCCAA
TC170923 CCGATGTGGGAAGAAATGCT TCAAAGTCAAAATCCTGCAATATTG
TC171801 CCACTTCCTTGATGCCATCA TCCTCCGCCGAGAGATTG




Taba 2. Cebadores empleados en los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real (cont.).

Cebador Directo Reverso

TC178469 GCCGTTGAAGCCTTGAAGAG GTGCTTCTACAACAACATCATCCAT
TC187075 TCGACGATTAGGAACGTACGATAC GACGGCGTAACCTCCGATATT
TC173525 CCTAGAGGAGAATAACATGCTAACCAA  TTAGTTTGCTGGTGCCATTCAC
TC171799 CAATTGTTCGATCTGTACCAGAAGAC TTAGCTGCTCTTGCATTTTCTCA
TC173474 CTTCGAAATCAAGCTACCTCCAA CAGGGATCGAACTTATAGACATCAAC
TC174337 TGACATCGCCGGTGCTAAG CCAATTTGGTGGTGATCTGCTA
TC175780 GGCATTGAAGGGAGGTTACTATGAT GAGGAGAAAGACCGAACTCAAGTC
TC178971 GCAGAGGAGGTACGTGCATTATT CGCCTTGCCAACGAACTC
BG643749 TGATCATGAACGTGCCTTTTTAGA GATCAACTCCTGCACCTTGCT
TC179282 CAACTTGCCAAAGGTCAAAGC GATGGGCAAACTCGAGAATCA
TC179416 CGTTGCTCGCCATTTTGG GCCCAGGAATGGAACCTTGT
TC170315 GAAAATGGTATTGGTGTGGTGAAG TGCTCGCCAAAGTGGCATA
TC172875 TCAGAAAATGTGCAAGAGAGTAGTGA TGCAAGTAATCCTGGCATGAAA
TC169960 TGGCCCTGACCCTTCAATAG TCCGTTTTGTGGACATAATGCT
TC182754 GTGGATCCTGACAGATGGGAAT TCGTCTTCAAAAGATGCTTTTGC
TC174926 CGCCGTGCAGGACAAACT TCTTGCACAACTTGGTTGTCTTG
NP211475 TGTGGAACCAGGTTCGACAGTA TGCTCCCTCTGCAACTGCTA
TC187704 GGGTGTTCTTGAATTCCCTTGTC GTGAGACTTTATTCGAACATTCAACAG
TC174576 TTCGAGTTGAAGGCTCTCATGA CGAGAGATCACGTCACAAGTCAAT
TC177254 CAGGGTGGACCTGGAGCAT TTAGTGTCCAATGGCCCAATTT
TC176054 AAGGTGCAAGTTGAAGATGGAAA TTACCGTGGAATTCGTCCTTCT
TC183250 CTCTTGCCAACAGTGGTAAACCT TCCTGAAGCAGAATCCTTTCCA
TC174453 GCCTTCTTCGGGCATGAA CACTGAAGCCTCGAGATCTGAA
Les.9.1.S1_at GCACTTTCATCTGTTCGGCTTT TGGACGCCACTTTGATCCTT
Les.63.1.S1_at CACATCATTAACCATTCTCCATCAA GAGTGATGGTGTGCCACTCATT
Les.64.1.51_at ATTCGATAATGAGACTCAACTACTATCCA AATGAGGCCCCGTTCCTAA

Les.65.1.51_at

ACCAGATCTTGCGTTAGGAACTG

CCTGAGACGTTGTCTTGATGGA

Les.3520.1.S1_at

TGGACACTGCCTGTTACAAGCT

AACACCACTTGGACTACCAGGTACT

Les.4978.1.S1_at

TTGCAAAGGCTGGGATCACT

TCCCCATGCAGGATTAGCA

Les.5343.1.S1_at

ATCATCTCCATTCTTCAGCAAAGA

CCGTGCACATAGTTCCAATGC

Les.5917.1.S1_at

GATGCCGGTTATCGACTTCAGT

CACAAGCCTGATGGAGAAGTGA

LesAffx.67531.1.51_at

TTTGGCTAAGATGTTTAGCTCCTTTAC

GATCCATCAATTTGCTCTCATTCA

Les.3707.1.S1_at

GAAAGAACATTTTAGAAGCGAGCTATG

CCTTGAGTAATTGTGGATAACTTTTGTAA

Les.2902.1.S1_at

GGATGGTCAGGAAAAATGATCAA

CCCATCTCCTTTTGGTGCAA

Les.37801.1S1_at

TGACCAAACTCCTCTCCAGCTT

GAAGAGCCTTGACCCCAAATT

Les.5885.1.A1 _at

GCAGCAGTTTCAGTGGATTCAA

TCAATGAATCATCTGTGGTGATTTC

Les.5941.1.A1_at

AGGCACTGCCAGTTTTCACAT

GGGCTACTAAGGTGGTTTCTAGCA

Les.Affx.4763.1.S1_at

TGGACAACAAAAAGTTACCCTGAA

GGTGCAGAAGCAAGGCTTTTC




Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo real para: identificar el estadio en que se
reanudaba la division celular tras la antesis, validar los resultados de la sustraccion de genotecas
y la hibridacién del GeneChip Tomato Genome Array de Affymetrix, caracterizar la expresion
génica de los genes aislados con el microarray ATH1 de Arabidopsis en tomate y caracterizar la

expresion génica en plantas de la F2.

4. Hibridacion del Affymetrix GeneChip Tomato Genome Array

La extraccion de ARN total se realizo siguiendo las instrucciones del kit TRI reagent
(Sigma-Aldrich). El ARN total se purificé con el RNeasy plant mini kit (Quiagen, Hilden,
Alemania). La sintesis del ADNc se llevé acabo como indica el Expression Analysis Technical
Manual (Affymetrix, Santa Clara, CA, EEUU). A partir del ADNCc la hibridacién, tincidn, lavado
y lectura de los microarrays se realizo en el laboratorio UCIM de la Universidad de Valencia
(Valencia, Espana) segun el protocolo de Affymetrix. En total se realizaron 36 hibridaciones.
Para analizar el desarrollo del carpelo y cuajado partenocarpico del fruto, se hibridaron carpelos
en 4 estadios de desarrollo: botén floral, pre-antesis, antesis y 3DPA, utilizando los tres
replicados bioldgicos. Se emplearon la variedad UCS82 y la linea RP75/59. Para analizar el
cuajado partenocarpico del fruto se analizaron carpelos en dos estadios de desarrollo: antesis
(emasculando las flores dos dias antes) y 3DPA (emasculando las flores dos dias antes y
polinizando en antesis las de la variedad UC82). Se empleé la variedad UC82 como control y la

linea RP75/59 como modelo de cuajado partenocarpico.

5. Analisis de microarrays, identificacion de genes diferenciales

5.1 Analisis del Affymetrix ATH1 Arabidopsis Array

El andlisis de la expresion génica en Arabidopsis se realizé a partir de los datos de

Schmid y colaboradores (2005). Este grupo desarroll6 el proyecto AtGenExpress con objeto de



proporcionar un atlas de expresion génica en la especie modelo Arabidopsis. Este atlas contiene
hibridaciones de més de 70 muestras, que incluyen diversos tejidos en distintos estadios de
desarrollo. En este ensayo hibridaron cada muestra por triplicado con el Affymetrix ATHI1
Arabidopsis Array, que contiene sondas para determinar la expresion de mds de 20000
transcritos. Los autores hicieron publicos todos los datos derivados de este proyecto, que estdn

disponibles en la red (http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress/).

De todas las muestras incluidas en el proyecto AtGenExpress se seleccionaron tres para
estudiar el cuajado del fruto en Arabidopsis. La hibridacion ATGE_37 contiene datos de carpelos
en el estadio 12 de desarrollo, que equivale a pre-antesis, ATGE_45 corresponde a carpelos en el
estadiol5, el momento de la fecundaciéon y ATGE_76 contiene datos de silicuas en el estadio 3,
el més temprano de los estadios del fruto que incluye el atlas AtGenExpress. Para identificar los
genes regulados a lo largo de estos estadios se reanalizaron los datos con el programa TIGR MeV
version 3.1 (Saeed et al, 2003). Se empeldé un andlisis SAM (Significance Analysis of
Microarrays) (Tusher et al, 2001), que permite determinar si los cambios de nivel de expresion de
un gen entre dos muestras son estadisticamente significativos. Primero asigna un valor a cada gen
en funcién de los cambios de expresion entre muestras con respecto a la desviacién que existe en
los triplicados de la misma muestra. Luego se consideran diferenciales los genes con un valor
superior a un determinado umbral y se calcula el porcentaje de genes que se han considerado
diferenciales y no lo son, FDR (false discovery rate). El FDR se estima analizando
permutaciones de los datos. Por dltimo el valor umbral para considerar un gen diferencialmente
expresado se ajusta en funcién del FDR con que se desee trabajar. Al analizar los microarrays de
Arabidopsis se empled un umbral (A) ajustado a un FDR menor del 2%. Tras este andlisis se
exigid que los genes tuvieran una variacion en el nivel de expresion entre estadios superior a 4
veces. Se realizaron tres tests comparando: ATGE_37 con ATGE_45, ATGE_45 con ATGE_76 y
ATGE_37 con ATGE_76. Se fusionaron los resultados de los tres andlisis y se eliminaron los

genes duplicados.



5.1.1 Identificacion de genes ortélogos y andlisis de conservacion entre especies

El anélisis para determinar los genes ortdlogos entre Arabidopsis y tomate se realizé a
partir de las secuencias de tomate contenidas en la base de datos de tomate del TIGR (LeGI 11.0)
y las secuencias de Arabidopsis de la TAIR6. Se empled el método “‘all-against-all BLAST”.
Primero se realizaron dos comparaciones tblastn de la base de datos de tomate contra la de
Arabidopsis y viceversa. Posteriormente se asignaron ortélogos cuando los dos BLAST dieron
resultados reciprocos. Para tener en cuenta los resultados del BLAST el primer hit debia tener un
e value (valor esperado) <E-15 y una diferencia con el e value del siguiente hit superior a un

orden de magnitud.

Los genes diferenciales con ortélogo en tomate se agruparon empleando el algoritmo
SOTA (Herrero et al, 2001), especialmente desarrollado para agrupar genes en funcién del patrén
de expresion. Este algoritmo desarrolla un arbol binario comenzando por los niveles superiores,
de manera que la diferenciacién de nuevos grupos puede frenarse en el momento que se desee.
Para agrupar los genes, primero se calculd la expresion media para cada gen en cada estadio,
luego en funcidn de estos valores se calculd la distancia entre los genes con el coeficiente de
correlacion de Pearson. En base a estas distancias los genes se agruparon en 7 clusters. Se
seleccionaron al azar un 10% de genes de cada cluster para caracterizar el nivel de expresion en

tomate.

Los genes con ort6logo en tomate cuya expresion era constante en las muestras ATGE_37
(carpelos en el estadio 12), ATGE_45 (carpelos en el estadio 15), ATGE_76 (silicuas en el
estadio 3), ATGE_77 (silicuas en el estadio 4) y ATGE_78 (silicuas en el estadio 5) se aislaron
mediante un andlisis SAM que incluyo todos los estadios. De entre los genes constantes se
seleccionaron aquellos que presentaban variaciones del nivel de expresion superiores a 4 veces
en alguna de las muestras incluidas en el resto de hibridaciones del proyecto AtGenExpress.

Entre éstos se seleccionaron 8 genes al azar para caracterizar su patrén de expresion en tomate.



5.2 Analisis del Affymetrix GeneChip Tomato Genome Array

El Affymetrix GeneChip Tomato Genome Array esta disefiado a partir de las secuencias
de la base de datos GeneBank (Lycopersicon esculentum UniGene Build #20 y GenBank
mRNAs hasta el 5 de noviembre de 2004). Este microarray contiene méds de 10000 sondas que
permiten determinar el nivel de expresion de 9200 transcritos de tomate. Los detalles del disefio
de este microarray se encuentran en la padgina web de Affymetrix (http://www.affymetrix.com).
El microarray se empled para analizar el desarrollo del carpelo y cuajado normal del fruto y para

analizar el cuajado partenocarpico del fruto.

Se realizaron 36 hibridaciones distintas a partir de carpelos en distintos estadios de
desarrollo. Para cada variedad se hicieron triplicados de los estadios de: boton, pre-antesis,
antesis, 3DPA, antesis emasculada y 3DPA emasculada. El dato bruto de la hibridacién de los
microarrays se analiz6 con el programa affy (Irizarry er al, 2003) de Bioconductor
(http://www.bioconductor.org). A partir del dato bruto se aplicé la correccion RMA para eliminar
ruido de fondo, se normalizé el nivel de expresion por cuantiles, se ponderaron los datos de cada
una de las sondas por el método medianpolish y se transformaron los datos de expresion a una

escala log2.

El andlisis de la expresion de los genes se realizé con el programa maSigPro (Conesa et
al, 2006) de Bioconductor. MaSigPro es un programa especialmente disefiado para analizar
experimentos de microarrays en los que una de las variables es el tiempo. El programa emplea
una estrategia de regresion para encontrar genes diferenciales. En una primera fase del andlisis se
definen las variables a analizar en funcién del disefio experimental, y en base a estas variables se
define un modelo de regresion general para los datos. Para el andlisis del desarrollo del carpelo y
cuajado normal del fruto se definid una regresion cubica, puesto que se tenian 4 estadios
temporales. Para el andlisis del cuajado partenocérpico del fruto se empled una regresion lineal,
puesto que se trabajaba con dos estadios temporales. Posteriormente, el modelo definido se ajusta

a los datos problema mediante minimos cuadrados y se identifican los genes que difieren



significativamente de este modelo de regresiéon aplicando un determinado FDR (porcentaje de
genes considerados diferenciales que no lo son). Se empleo un FDR del 1% (Q=0,01) para los
andlisis. Una vez obtenidos los genes diferenciales, se aplica un procedimiento de seleccién que
permite identificar para cada uno de los genes diferenciales la variable o variables, que causan la
desviaciéon del modelo general. Para esto se emplea una regresion stepwise y se calcula la
probabilidad (alfa) para cada variable de ser la causante de la desviacidn. En el andlisis se exigio
un alfa de 0,01 para asignar los genes a las distintas variables. Tras el andlisis, se obtuvieron las
listas de genes diferenciales en funcion de cada variable. Ademas se exigio una diferencia de 0,75

(trabajando en escala log2) para considerar los genes diferenciales.

La agrupacion de las muestras hibridadas en funcién del nivel de expresion de los genes
se realizo con el programa TIGR MeV version3.1 (Saeed et al, 2003), empleando el método
UPGMA (bootstrap 100), y la distancia euclidea. En este andlisis se emplearon tinicamente los

genes diferenciales para evitar ruido de fondo.

La agrupacién de los genes en funcion del patrén de expresion se realizé con el método
K-means (Hartigan y Wong, 1978). El célculo de las distancias se realiz6 con el coeficiente de

correlacion de Pearson.

6. Analisis funcionales

Los andlisis funcionales de los genes aislados mediante la sustraccién de genotecas, con
el ATHI Arabidopsis Array y con el GeneChip Tomato Genome array se realizaron empleado los
Gene Onthology terms (términos GO) (Ashburner et al, 2000). Los términos GO se
desarrollaron para proporcionar informacién lo mas precisa posible de la funcion de los genes.
Por ello y para evitar inexactitudes debido a la traduccién al espafiol, en esta tesis se ha
mantenido la nomenclatura original en inglés. Los términos GO se organizan en tres categorias:
funcién molecular, proceso bioldgico y localizacién celular. Dentro de cada categoria los
distintos términos se organizan en redes jerdrquicas de distintos niveles. Conforme mayor es el
nivel mis descendemos en la red y la informacién que nos proporcionan los términos es mas

precisa.



6.1 Analisis funcional de la sustraccion y del Affymetrix ATH1 Arabidopsis Array

El analisis de los genes aislados mediante la sustraccion de genotecas se realizé con la
anotacion de la base de datos del TIGR (LeGI 11.0), unas vez determinado mediante
comparaciones BLAST contra la base de datos de TIGR a qué gen correspondia cada uno de los
clones de la genoteca. Se calculé el porcentaje de genes para cada término GO en nuestra

genoteca y en todos los genes de la base de datos.

El andlisis funcional del Affymetrix ATH1 Arabidopsis Array se hizo con el programa
Babelomics (Al-Shahrour et al, 2006) en el servidor informatico del Centro de Investigacion
Principe Felipe (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/). Babelomics incluye la anotacién del
microarray de Arabidopsis. La deteccion de los términos GO que estaban estadisticamente sobre
o sub-representados en los genes diferenciales con respecto al resto de genes del microarray se
realizé con la herramienta FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004). FatiGO primero transforma dos
listas de genes (en nuestro caso genes diferenciales y el resto de genes del microarray) en dos
listas de términos GO de acuerdo con la anotacién de los genes. Posteriormente, aplica un test
estadistico para determinar que términos GO estdn sobre o sub-representados en una de las listas
con respecto a la otra. Este andlisis se realiza aplicando una correccidén que tiene en cuenta el
gran nimero de comparaciones que se estdn realizando simultdneamente (FDR). Una de las
ventajas del FatiGo con respecto a otros andlisis es que tiene en cuenta la naturaleza jerarquica de
los términos GO. El andlisis se realiza por niveles, pero al analizar un nivel los genes anotados
con términos GO de niveles inferiores toman la anotacién del término del que derivan, lo que
aumenta la potencia del test estadistico. Mediante este procedimiento se compararon los genes
diferenciales obtenidos con el andlisis SAM con el resto de genes del microarray y los genes

diferenciales con ortélogo, con el resto de genes con ortélogo del microarray.

Ademds del analisis con el FatiGO, se calcul6 el porcentaje de genes para cada término
GO en todo el microarray y en los genes ortélogos para comprobar que no hubiera ningtin sesgo,

o desviacion, como por ejemplo términos en los que se hubieran asignado muy pocos ort6logos.



6.2 Anotacién v analisis funcional del Affymetrix GeneChip Tomato Array

A diferencia de lo que ocurria en Arabidopsis, en el caso del Affymetrix GeneChip
Tomato Array la anotacion que proporcionaba Affymetrix tnicamente cubria alrededor del 15%
de los genes representados. Este porcentaje es insuficiente para poder realizar un andlisis
funcional a nivel global, por ello se re-anoté el microarray empleando el programa Blast2GO
(Conesa et al, 2005). para llevar a cabo la anotacién primero se realiza un BLAST para
identificar secuencias similares a las secuencias que se quieran anotar, después el programa
analiza los términos GO de cada uno de los hits similares a la secuencia problema y en funcién
de estas anotaciones el programa realiza la anotacién de la secuencia problema. Tras este andlisis
se emplea el programa InterProScan, que busca dominios de proteinas en nuestras secuencias, a

partir de estos dominios funcionales se asignan nuevos términos GO.

Las secuencias de las sondas del GeneChip Tomato Genome Array se obtuvieron de la
pagina web de Affymetrix. Con estas secuencias se hizo un blastx contra la base de datos NCBI
nr (con fecha 09-11-2007). Se exigi6 un E-value mayor a 10" para considerar los resultados del
BLAST. Ademds del BLAST, se compararon las secuencias contra la base de datos de proteinas
InterPro con el programa InterProScan. Finalmente los genes se anotaron con el término GO de
mayor nivel. Esta anotacion se introdujo en el Babelomics y los andlisis funcionales se realizaron
con el programa FatiGO. Se compararon los distintos grupos de genes diferenciales, con el resto
de genes del microarray. Ademas, se calculd el porcentaje de genes para cada término GO en los
distintos grupos de genes diferenciales para tener una visién general de todos los procesos
biologicos implicados en el desarrollo del carpelo, cuajado normal del fruto y cuajado

partenocarpico del fruto.
7. Caracterizacion de una F2 segregante para la partenocarpia de RP75/59
Con objeto de obtener una poblacién segregante que permitiera realizar el cartografiado

de los genes responsables de la partenocarpia en la linea RP75/59 se desarroll6 una F2 entre esta

linea y la variedad no partenocdrpica UCS2.



Se caracterizaron 142 plantas de la F2, la F1 y los parentales. Las plantas se cultivaron a
dos guias: una guia se empled para evaluar la capacidad de cuajado partenocarpico y la otra para
evaluar la capacidad de cuajado tras polinizar. Se caracterizaron cuatro ramilletes por guia y tres
flores por ramillete con objeto de evitar fendmenos de competencia entre frutos. Se tomaron

datos de todos los frutos cuajados.

La gran mayoria de frutos se recogieron en el estadio de viraje y rojo maduro, cuatro
meses después de realizar los dltimos cruces se recogieron el resto de frutos, aunque no hubieran
sido capaces de madurar. Para caracterizar los frutos se tomaron datos de peso, didmetro
maximo, altura (distancia entre el peciolo y la base del fruto), presencia de semillas o
pseudoembriones, desarrollo de los 16culos y formacién de tejido locular. A partir de estos datos
se calcul6 para cada una de las plantas en cada guia el porcentaje de frutos cuajados y de los
distintos tipos de frutos, el peso, didmetro y altura media del fruto. Para agrupar las distintas
plantas se realizé un andlisis de componentes principales a partir de los datos de la guia
empleada para evaluar la partenocarpia. Los andlisis de componentes principales se realizaron

con el programa Ginkgo (Bouxin, 2005), estandarizando las variables.

También se realizé una caracterizacion de la expresion génica en 16 plantas de la F2, la
F1 y los parentales. Para ello se caracterizé el nivel de expresion de 11 genes, seleccionados a
partir de los andlisis realizados con el Affymetix GeneChip Tomato Genome Array. La expresion
génica se caracteriz en flores durante el estadio de antesis. Para agrupar las distintas plantas se

realizé un andlisis de componentes principales a partir de los datos de nivel de expresion génica.

Se han propuesto dos modelos genéticos diferentes para explicar la herencia de la
partenocarpia de la linea RP75/59 (Nuez et al, 1986,1988; Philouze, 1989; Vardy et al, 1989a).
Para determinar que modelo genético se ajusta mas a nuestros datos de segregacion se realizo un

test X para cada modelo.






IV. RESULTADOS






1. Identificaciéon de genes implicados en el cuajado del fruto en tomate y Arabidopsis

El estudio del cuajado del fruto es el primer paso para mejorar la producciéon de muchos
cultivos vegetales. Para entender mejor este proceso se realizé una bisqueda de genes implicados
en el cuajado en dicotiledoneas empleando las especies modelo tomate y Arabidopsis. Para ello
se usaron dos aproximaciones. En tomate se empled la técnica de sustraccién de genotecas, para
crear una subgenoteca enriquecida en genes presentes tras la fecundacién que no estuvieran
expresandose durante la antesis. En Arabidopsis, mediante el estudio de los datos de
hibridaciones de microarrays del experimento AtGenExpress, se aislaron genes regulados durante
el cuajado. Para determinar el grado de conservacion de los genes entre ambas especies se
comparo la expresion génica de los genes aislados mediante los dos procedimientos. Ademads, se
realizé un estudio funcional de los genes para detectar las distintas funciones bioldgicas

implicadas en el cuajado (Pascual et al, 2007) (Anexo 1).

1.1 Busqueda de genes implicados en el cuajado del fruto en tomate

Para estudiar el cuajado del fruto en tomate se empled la variedad UC82. Esta variedad
presentd un porcentaje de cuajado superior al 95% en condiciones de invernadero y polinizando
manualmente las flores. Esto permiti6 estudiar los estadios tempranos del desarrollo sin
necesidad de esperar a que se diera un aumento en el tamafio del carpelo que confirmara el

cuajado.

El cuajado se puede definir como el momento exacto en que se produce la reanudacién de
la division celular en el ovario tras la polinizacion. Este momento exacto se determind, mediante
PCR a tiempo real, analizando la expresion de un marcador de division celular, el gen PCNA
(antigeno nuclear de proliferacion celular). Se caracteriz6 el nivel de expresion del PCNA en:
flores en antesis y tras la antesis a intervalos de 24 horas hasta 7DPA, momento en el cual el
aumento de tamafio del carpelo era evidente a simple vista. Se detecté un aumento significativo
en el nivel de expresion del gen marcador de proliferacion celular a 3DPA, aproximadamente 72
horas después de la antesis. Por ello, el estadio 3DPA se seleccion6 como el momento del

cuajado en esta variedad en las condiciones de cultivo empleadas.



Una vez determinado el momento del cuajado en tomate (3DPA), para detectar genes
implicados, se desarroll6 una genoteca de sustraccion de ADNc utilizando flor completa en los
estadios de 3DPA y antesis. Tras sintetizar el ADNc a partir de ARNm procedente de los dos
estadios, mediante la técnica de sustraccidn de genotecas, se construyd una genoteca enriquecida
en genes que se expresan mds en el estadio de 3DPA que en el de antesis. Se analizaron 252
clones independientes. Estos clones se secuenciaron y las secuencias obtenidas se ensamblaron
en 181 contigs. Estas secuencias han sido depositadas en la EMBL Nucleotide Sequence
Database, con los cédigos entre AM495471 y AM495722. Se obtuvieron: 4 contigs formados por
al menos 5 clones diferentes, 10 formados por 3 clones, 27 por solo 2 clones y el resto de clones
no se agruparon con ningun otro. A priori, se considerd que unicamente los contigs formados por
dos clones o més corresponderian a genes sobre-expresados durante el cuajado con respecto a la
antesis. A partir del consenso de los contigs se realiz6 un BLAST contra la base de datos de
secuencias de tomate del TIGR (LGI_091806), se identific6 el gen correspondiente a la mayoria
de los contigs (Tabla 3 y Anexo 2). Por lo que para anélisis posteriores se empled la secuencia

del TIGR, que en la mayoria de los casos era de mayor longitud.

Tabla 3. Contigs obtenidos a partir de la secuencia de los clones de la genoteca ordenados por
numero de clones. Contiene los contigs formados por mas de dos clones o cuya expresion se

analiz6 mediante PCR a tiempo real, sean o no diferenciales.

Contig Clones Coédigo TIGR Anotacion segin el TIGR

B_El11 10  *TC180501 UPIQ7M222_LYCES (Q7M222) Probable proteinase inhibitor
precursor, partial (92%)

D_H11 7 TCI87752 Homologue to gblAF036490,11 Acorus gramineus large
subunit 26S ribosomal RNA gene, partial (13%)

E_Ell 6  AW040934 H3 histone H3R-11 {Oryza sativa} EGADI1314821140407

E_GO04 5 TC170348 UPIIP22_LYCES (Q43710) Proteinase inhibitor type-2 TRS8
precursor (Proteinase inhibitor type II TRS), complete

B_Cl11 3  TCI187973 Homologue to UPIQ9ZR68_TOBAC (Q9ZR68) Aquaporin 1,
partial (58%)

D_CO05 3 TC170294 UPIMETM_LYCES (P43282) S-adenosylmethionine
synthetase 3 (Methionine adenosyltransferase 3) (AdoMet
synthetase 3), complete




Tabla 3. Contigs obtenidos a partir de la secuencia de los clones de la genoteca (cont.).

Contig Clones Coédigo TIGR Anotacion segin el TIGR

C_G01 3 TC183252 UPIRL38_LYCES (P46291) 60S ribosomal protein L38,
complete

D _HO5 3 AA824870 Homologue to GBIDQI191669,1 Solanum tuberosum
ribosomal protein S6-like protein mRNA

B_HO06 3 TC170179 Similar to UPIRL18_ARATH (P42791) 60S ribosomal protein
L18, complete

E_GO02 3 TC189949 Similar to UPIQSWII1_NICGL(Q5W1I1) Putative ML
domain protein (Fragment)

A_F02 3 *TC170549 UPISYST_LYCES (P27058) Systemin precursor, complete

A_F12 3 *TC175253 Homologue to UPIQ2V9A7_SOLTU (Q2V9A7) Cyclophilin
ROCT7-like, partial (97%)

B_EO1 3 *TC183105 Homologue to UPIQ45TE3_TOBAC (Q45TE3) Senescence-
associated protein, partial (34%)

A_A06 3 *TC185802 Similar to UPIQ38806_ARATH (Q38806) AtHSP22,0
precursor (Heat shock protein 22,0), partial (51%)

D_B08 2 TCI172422 Weakly similar to UPIQOSWI12_ARATH (Q9SW12) Acid
phosphatase-like protein, partial (41%)

D_C06 2 TC189707 Homologue to UPIQ9XES9_SOLTU (Q9XES9)
Phosphoglycerate mutase, partial (17%)

D_BI10 2 TCI175597 Similar to UPIQ8L934_ARATH (Q8L934) Nucleoid DNA-
binding-like protein, partial (47%)

D_Gl1 2 TCI189813 Similar to UPIQ2HVE6_MEDTR (Q2HVES6) Zinc finger,
C2H2-type, partial (12%)

E_DO09 2 BGI129307 Extensin-like protein {Solanum tuberosum} PIRITO7176l
TO7176 extensin homologue-potato (fragment)

E_F04 TC176996 Homologue to UPIB2_DAUCA, B2 protein, partial (71%)

A_A02 2 TC169901 UPIQ8VWLS_LYCES (Q8VWLYS) Beta-mannosidase
enzyme, complete

A_EO1 2 TCI174179 Similar to UPIQ6YCG3_VITVI (Q6YCG3) Wound-induced
protein-like (Fragment), partial (31%)

E_CO08 2 TCI177353 Similar to UPIQ94G86_OLEEU (Q94G86) Beta-1,3-
glucanase-like protein, partial (32%)

E_DO5 2 TCI172590 Similar to RFINP_916542,1134910390INM_191653 ribosomal
protein L28-like {Oryza sativa}partial (98%)

A_E10 2 TCI177340 Similar to UPIQ9VGWS5_DROME (Q9VGWS5) CG14687-PA

(RE74890p), partial (12%)




Tabla 3. Contigs obtenidos a partir de la secuencia de los clones de la genoteca (cont.).

Contig Clones Cédigo TIGR Anotacion segin el TIGR

B B12 2 TC171658 Homologue to UPIQ307Z5_SOLTU (Q307Z5) Deacetylase-
like protein, complete

B_C04 2 TCI179011 Similar to RFINP_195169,3130690036INM_119608
ATSWI3C; DNA binding { Arabidopsis thaliana}, partial (5%)

A_E02 2 TC170474 Homologue to UPIQ308A0_SOLTU (Q308A0) P40-like
protein, partial (89%)

A_GO7 2 TC169927 UPIQ8GT67_LYCES (Q8GT67) Xyloglucan-specific fungal
endoglucanase inhibitor protein, complete

B_All 2 TC170047 Homologue to UPIQ8GT37_SOLTU (Q8GT37) Tuber-
induction protein (Fragment), partial (9%)

B_B06 2 TC170987 Similar to UPIQ94BUS_ARATH (Q94BUS)
AT5g28050/F15F15_120, partial (97%)

B_F05 2 BI210647 Similar to GPI5579094IgblAAD45425,11 gibberellin 2-oxidase
{Pisum sativum}, partial (17%)

B_HO8 2 TC174895 Homologue to UPIQ33W67_9GAMM(Q33W67) Flagellar
FliF M-ring protein

D_A06 2 TC184407 Similar to UPIQ2P9V0_9MAGN (Q2P9V0) Soluble inorganic
pyrophosphatase, partial (82%)

D_A09 2 TC177701 Similar to UPIQ40380_NICAL (Q40380) Arabinogalactan-
protein precursor, partial (83%)

B_Fl11 2 DVI105017 Similar to ubiquitin conjugating enzyme E2, mRNA

F_F11 2 TCI172378 Homologue to UPIH2B_GOSHI (022582) Histone H2B,
partial (96%)

B_Gl11 2 TC189580 UPIQIMSAZ_LYCES (QIMS5AS) Chaperonin 21 precursor

F_E10 2 TCI183832 gblU82638,1INTU82638 Nicotiana tabacum small subunit
ribosomal RNA gene, mitochondrial gene for mitochondrial
RNA, complete sequence, partial (64%)

B_GI10 2 *TC180002 Homologue to UPIQ9487Z4_SOLTU (Q948Z4) Snakin-1,
complete

F_B09 2 *TC172546 Weakly similar to GBIAAM66090,1121595314|AY 088558 cold
acclimation protein WCOR413-like protein {Arabidopsis
thaliana}, partial (92%)

E_D04 1 *TC180398 Weakly similar to MTN3 homolog, partial (71%)

F_CI1 1 *TC176776 Similar to GBIAAK63976,11145324961AY 039872 Atl1g80180/

F18B13_26 { Arabidopsis thaliana}, partial (46%)

*Genes probados por PCR cuantitativa a tiempo real.



Mediante la técnica de sustraccion de genotecas se pretendia conseguir una genoteca
enriquecida en genes con mayor nivel de expresiéon a 3DPA, sin embargo la sustraccién nunca es
efectiva al 100%, y la genoteca también contiene genes con nivel de expresion similar en los dos
estadios empleados para su construccién (3DPA y antesis). Para determinar al eficacia de la
sustraccién y comprobar si realmente se obtuvo una genoteca enriquecida en genes mds
expresados durante el cuajado (3DPA), se analizé la expresion de algunos genes mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (Figura 14). Se seleccionaron nueve genes correspondientes a contigs
representados por entre 10 y 1 clon. La expresion de los genes se considerd diferente cuando tras
normalizar empleando la actina como gen de referencia la expresion a 3DPA fue al menos dos

veces superior a la de la antesis.

3,5 3,82 B Antesis |—
H3ppPA

TC180501 TC170546 TC175253 TC183105 TC185802 TC180002 TC172546 TC180398 TC176776

Figura 14. Expresion de los genes obtenidos en la sustraccion, a 3DPA y antesis, normalizada

frente a la actina. Los genes estdn ordenados por nimero de clones.

Se expresaban diferencialmente: el gen representado por 10 clones, tres de los cuatro
genes representados por 3 clones, uno de los dos genes representados por 2 clones y uno de los 2
genes representados unicamente por un clon. En total se confirmo la expresion diferencial de 6
de los 9 genes analizados. Este resultado demostro la eficacia de la sustraccion, y que algunos de
los contigs representados por un unico clon, que en principio no se habian considerado como

genes diferenciales, también estaban sobre-expresados durante el cuajado.



1.2 Busqueda de genes implicados en el cuajado v desarrollo temprano del fruto en Arabidopsis

Los genes implicados en el cuajado del fruto en Arabidopsis se identificaron analizando
el transcriptoma a partir de los datos del proyecto AtGenExpress (Schmid et al, 2005). Este
proyecto pretende proporcionar un atlas de la expresion génica en la especie modelo
Arabidopsis, contiene datos de mas de 70 hibridaciones del microarray ATH1 de Affymetrix.
Las hibridaciones se han realizado a partir de diferentes tejidos en distintos estadios de
desarrollo. Los datos ya normalizados estdn disponibles en la base de datos AtGenExpress
(http://www.weigelworld.org/resources/microarry/AtGenExpress). Para aislar genes regulados
durante el cuajado del fruto, de todas las muestras analizadas en este proyecto, se seleccionaron
las que representan el trascriptoma del carpelo entre pre-antesis y 4-5 DPA (Atge_37,Atge_45 y
Atge_76). Atge_37 contiene los resultados de la hibridacién de ARNm de carpelos en el estadio
12 (pre-antesis), Atge_45 corresponde a carpelos en el estadio 15 (el momento de la fecundacién)
y Atge_76 son silicuas en el estadio 3 (el mds temprano de los de desarrollo del fruto presente en

el proyecto AtGenExpress).

Los genes expresados diferencialmente se identificaron mediante un andlisis SAM
(Microarray Significant analysis), realizando comparaciones dos a dos entre los tres estadios
seleccionados. Ademads de los requerimientos estadisticos, para marcar un gen como diferencial,
se exigieron unas diferencias de nivel de expresion entre estadios superiores a 2 (una expresion
cuatro veces mayor puesto que trabajamos en escala log2) (Tabla 4). Tras juntar los datos de las
tres comparaciones y eliminar los genes duplicados se identificaron 1879 genes regulados
durante el proceso, el 8,3% de los genes representados en el microarray (Anexo 2). Entre el
estadio de pre-antesis y el de fecundacion (SAM 1) habia un 2% de genes sobre-expresados y
menos de un 1% de genes sub-expresados. Entre carpelos en el momento de la fecundacién y
silicuas 4-5 DPA se detectaron un 3% de genes sobre-expresados y un 2% sub-expresados. Por
ultimo, al comparar carpelos en pre-antesis y silicuas se encontraron un 5% de genes sobre-

expresados y un 3% sub-expresados.



Tabla 4. Resumen del analisis SAM.

Analisis SAM1 SAM2 SAM 3
Grupo A Atge_37 Atge_45  Atge_ 37
Grupo B Atge_45 Atge_76  Atge_ 76
Genes significativamente positivos 398 632 1180
Genes significativamente negativos 116 406 645
Genes no significativos 22296 21769 20985
Diferencias de expresion minimas 4 4 4

A 3 1,99 1,55

N° de falsos significativos (90%) 1,59 0,98 0,49

1.3 Comparacion de la expresion génica en tomate v Arabidospsis

Antes de determinar el grado de conservacién de la expresion génica en tomate y
Arabidopsis a lo largo del cuajado, fue necesario identificar la relaciones de ortologia entre los
genes de ambas especies. La asignacion de ortdlogos se realiz6 mediante la estrategia de BLAST
cruzado entre la base de datos de Arabidopsis TAIR 6 y la base de datos de tomate del TIGR
(LeGI11.0). Los genes se consideraron ort6logos cuando en el BLAST de tomate contra
Arabidopsis y en el BLAST de Arabidopsis contra tomate el primer resultado fue reciproco, es
decir, el primer resultado de un BLAST era la secuencia problema del otro y viceversa. De esta
manera se determinaron 7216 ortélogos en tomate, el 32% de los genes de Arabidopsis

representados en el microarray.

1.3.1 Conservacion entre tomate y Arabidopsis

Cuando se estudiaron los genes identificados mediante el experimento de sustraccion de
genotecas, de los 181 contigs obtenidos, 32 tenian un ortélogo claro en Arabidopsis que estaba
representado en el microarray (Anexo 2). Muchos de ellos correspondian a contigs formados por
un tUnico clon. Al analizar la expresion de estos genes en Arabidopsis en los estadios de carpelo
en pre-antesis, carpelo durante la fecundacién y silicua 4-5 DPA, se comprobé que 8 de los 32

genes con ortélogo también se expresaban diferencialmente en Arabidopsis. Esto supone un 25%



de los genes de la genoteca, porcentaje similar al de enriquecimiento en genes diferenciales de las

genotecas desarrolladas mediante la técnica de sustraccion.

De los ocho genes diferencialmente expresados en Arabidopsis uno, TC180002 estaba
representado por dos clones en la genoteca, por lo que, se considerd diferencialmente expresado.
Ademads, su expresion en tomate habia sido comprobada mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(Figura 14). El resto de genes (Tabla 5) estaban representados por un tnico clon y en principio no
se habian considerado diferenciales. Por ello, para determinar la correlacién entre tomate y
Arabidopsis, se comprobd la expresion de estos genes en tomate. De las siete parejas de
cebadores disefiadas dos no funcionaron correctamente, finalmente se analiz6 la expresion de 5
genes y se observo que todos estaban sobre-expresados a 3DPA con respecto a antesis. Cuatro
presentaron un nivel de expresiéon mds de cuatro veces superior a 3DPA, y el otro entre 2 y 4

veces mayor a 3DPA (Figura 15).

Tabla 5. Genes representados por un tnico clon cuyo ortélogo se expresa diferencialmente en

Arabidopsis.

Contig Coédigo TIGR Ortologo de Anotacion segin el TIGR
Arabidopsis

A_DO0O5 *TC177661 AT2G34700 Weakly similar to UPIQ6QNA3_CAPAN (Q6QNA3)
Proline-rich protein 1, partial (48%)

C_C02 *TCI171919 AT4G35770 Similar to  UPIQ45TE3_TOBAC  (Q45TE3)
Senescence-associated protein, partial (83%)

E_E05 *TC170845 AT5G06860 UPIQ40160_LYCES (Q40160) Polygalacturonase
inhibitor protein precursor, complete

F_GO01  *TC174950 AT1G18250 Similar to UPITLPH_ARATH (P50699) Thaumatin-
like protein precursor, partial (93%)

D_Cl11 *BP892749 AT1G54050 Homologue to gblAF399821,1 Lycopersicon
peruvianum small heat stress protein class II1

A_F06 TC171720 AT3G24500 UPIQISWWI1_LYCES (Q9SWWTI) Ethylene-
responsive transcriptional coactivator, complete

F_C02 TC173524 AT3G07820 similar to UPIPGLR_TOBAC (Q05967)
Polygalacturonase precursor (PG) (Pectinase), partial
(96%)

* Genes probados por PCR a tiempo real.
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Figura 15. Expresion de los genes obtenidos en la sustracciéon a 3DPA y antesis, normalizada

frente a la actina.

1.3.2 Conservacion entre Arabidopsis y tomate

De los genes diferenciales aislados a partir de los datos del microarray de Arabidopsis un
24% tenia ort6logo en tomate (Anexo 3). Con objeto de comprobar si los 450 genes con ortélogo
se expresaban diferencialmente en el carpelo de tomate durante el cuajado, se analizé en esta
especie la expresion de un conjunto de genes representativo mediante PCR cuantitativa a tiempo
real. Para seleccionar los genes cuya expresion iba a ser comprobada en tomate, primero se
agruparon los genes de Arabidopsis en funcion de su patrén de expresion. Luego se
seleccionaron genes al azar dentro de cada uno de los grupos, de manera que, en nuestro andlisis
se incluyeron genes que representaban los diversos patrones de expresidon existentes en

Arabidopsis.

Cuando se realiz6 el andlisis cluster en funcion del nivel de expresion para agrupar los
genes de Arabidopsis estos se separaron en siete clusters diferentes (Figura 16). El cluster 1
estaba formado por 119 genes cuya expresion aumenté desde el estadio 12 de carpelo (Atge_37)
hasta el estadio 3 de silicua (Atge_76). El cluster 2 incluyé 133 genes cuya expresion sufrié un
ligero aumento entre el estadio 12 y 15 de carpelo (Atge_45) y un aumento mayor entre éste y el

estadio 3 de silicua. El cluster 3 agrup6 59 genes cuya expresion decrecio entre el estadio 12 y el



estadio 3 de silicua. El cluster 4 incluyé 31 genes con un patrén de expresién similar al del
cluster tres pero un descenso mayor entre el estadio 12 y el 15. Los clusters 4 y 5 agruparon 13 y
9 genes respectivamente, incluyendo genes con un pico en el nivel de expresiéon durante el
estadio 15 del carpelo. Por ultimo, el cluster 7 agrupé 86 genes cuya expresion permanecio
practicamente constante entre el estadio 12 y 15 del carpelo y decrecié hasta llegar al estadio 3 de

silicua.

Atge3T  Atgedd  Atge76 Atge37  Aftgedd  Aftge76  Atge37  AfgedS  Atge’6
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Figura 16. Tendencia de los patrones de expresion de los genes expresados diferencialmente en

Arabidopsis con ortélogo en tomate.



A partir del andlisis cluster, se seleccionaron al azar un 10% de los genes de cada cluster y
se comprobd la expresion de estos genes en tomate. De todos los genes seleccionados 37 de las
parejas de cebadores funcionaron correctamente en tomate, es decir, dieron un nivel de expresion
cuantificable y amplificaron un tnico producto de PCR. La expresion de estos genes en tomate se
caracteriz6 en carpelos en: pre-antesis, antesis y a intervalos de 1 dia hasta 7 DPA y a 12 DPA.
Los niveles de expresion se normalizaron con respecto a la actina, en cada uno de los estadios
analizados, y con respecto al menor nivel de expresion, a lo largo de los distintos estadios en
cada uno de los genes. Siguiendo el criterio empleado en el andlisis SAM, los genes se
consideraron diferencialmente expresados cuando existia una diferencia en el nivel de expresion
de al menos 4 veces entre alguno de los estadios analizados y el estadio con menor nivel de

expresion.

La figura 17 muestra el patrén de expresion de los 37 genes analizados en tomate. De los
119 genes que conforman el cluster 1 se analizaron 9, detectandose 6 diferencialmente expresados
en tomate. De los 133 genes del cluster 2 se probaron 12, y 10 se expresaron diferencialmente. De
los 59 genes del cluster 3 se analizaron 4, y todos ellos resultaron diferenciales. De los 31 genes
del cluster 4 se probaron 2, también eran diferenciales en tomate. De los 13 y 9 genes de los
clusters 5 y 6 se analizaron respectivamente 3 y 1 genes, todos ellos expresados diferencialmente.
Por ultimo, de los 86 genes del cluster 7 se probaron 6, tres de los cuales se expresaban

diferencialmente en tomate.

En total, de los 37 genes analizados, 29 se expresaban diferencialmente en tomate (Figura
17). Estos 29 genes presentaban patrones de expresion diversos, algunos estaban sobre-
expresados durante la pre-antesis y la antesis, otros durante los ultimos estadios, y otros
presentaban un pico de expresion en los estadios intermedios. A pesar del alto grado de
conservacion entre Arabidopsis y tomate (el 78% de los genes expresados diferencialmente en
Arabidopsis también estdn regulados en tomate) no se detectd ninguna correlacién entre los
patrones de expresion de los clusters de Arabidopsis y los patrones de expresion de los genes en

tomate.
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Figura 17. Expresion de los genes cuantificada mediante PCR cuantitativa a tiempo real en

carpelos de tomate (cont.).

Para determinar la eficacia del método de comparacion se estudié el grado de correlaciéon
entre Arabidopsis y tomate entre los genes con expresion constante. Se consideraron constantes
los genes cuya expresion a lo largo del cuajado y desarrollo temprano del fruto (carpelos en
estadio 12, carpelos en estadio 15 y silicuas en estadio 3, 4, 5) no variaba més de 0,5 veces y
presentaban diferencias de expresion de al menos 4 veces entre alguna de las otras muestras
caracterizadas en el proyecto AtGenExpress. De esta manera se aislaron 704 genes constantes a

lo largo del cuajado del fruto en Arabidopsis, de los 7216 con ort6logo en tomate. Se



seleccionaron 8 genes al azar, y se caracterizd su expresion en carpelos de tomate en: pre-antesis,
antesis, a intervalos de 1 dia hasta 7 DPA y a 12 DPA (Figura 18). Los niveles de expresion se
normalizaron con respecto a la actina, en cada uno de los estadios analizados, y con respecto al
menor nivel de expresion, a lo largo de los distintos estadios, en cada uno de los genes. De los 8
genes analizados, 6 eran también constantes a lo largo del cuajado y desarrollo temprano del
fruto en tomate, y dos mostraban diferencias significativas en el nivel de expresion. El porcentaje
de conservacion entre ambas especies fue del 75%, similar al observado cuando trabajamos con

genes diferenciales.
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Figura 18. Expresion de los genes constantes cuantificada mediante PCR cuantitativa a tiempo

real en carpelos de tomate.

En total se habian aislado 450 genes diferenciales en Arabidopsis con ortdlogo en tomate,
de estos se espera que alrededor del 78% sean realmente diferenciales en tomate, lo que supone,
338 genes diferencialmente expresados en el carpelo a lo largo del cuajado del fruto en tomate.
Ademads, este nimero se ird incrementando conforme avance el proyecto de secuenciacion de
tomate y aumente el nimero de secuencias disponibles, lo que permitird identificar un mayor

ndmero de ortélogos entre ambas especies.



1.4 Analisis funcional del cuajado del fruto

El andlisis funcional de los genes aislados se realiz6 a partir de los datos de anotacién de
términos GO (Gene Ontology) del TIGR, en el caso de tomate, y empleando el Babelomics (Al-

Shahrour et al, 2006), en el caso de Arabidopsis..

1.4.1 Andlisis funcional de los genes aislados en tomate mediante sustraccion de genotecas

Se analizaron los porcentajes de los distintos términos GO en todos los genes anotados de
la base de datos de tomate, y en los 181 genes aislados mediante la sustracciéon de genotecas
(Figura 19). De esta manera se determinaron los procesos biologicos especialmente

representados en los genes sobre-expresados durante el cuajado del fruto en tomate.

Términos GO en TIGR Términos GO en la sustraccion

M Biological process E Photosynthesis O spermatogenesis
unknown
B Protein Biosynthesis O Regulation of progression [0 Response to unfolded pro-
through cell cycle tein
l Response to heat M Response to stress O Regulation of transcription
DNA-dependent
B Nucleosome assembly H Transport B Intracellular protein
transport
B Chromatin assembly or [ Proteolysis O Electron transport
disassembly
H Ribosome biogenesis O Embrionic development M Protein transport
M Protein folding O Metabolism E small GTPase medianted

signal transduction
O chromosome organization £ Defense response
and biogenesis
B Ubiquitin-dependent pro- B Aging
tein catabolism

Figura 19. Porcentajes de los 16 términos GO referidos a procesos bioldgicos mds representados

en la base de datos de tomate del TIGR y en la genoteca.



Se detect6 un enriquecimiento en la genoteca de los genes relacionados con: biosintesis
de proteinas, ensamblaje de nucleosomas, histonas, ensamblaje y desensamblaje de la cromatina,
organizaciéon de los cromosomas, respuestas de defensa, respuestas al calor, ciclo celular,
fotosintesis, espermatogénesis y envejecimiento. También se detecté un empobrecimiento en
genes relacionados con: transporte, regulacion de la transcripcion ADN dependiente, transporte
intracelular de proteinas, transporte de electrones, transporte de proteinas y transduccion de

seflales mediada por GTPasas.

1.4.2 Andlisis funcional de los genes expresados diferencialmente en Arabidopsis

El andlisis funcional de los genes aislados a partir de los datos de Arabidopsis se realizo
con el programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004), este programa es capaz de extraer los
términos GO significativamente sobre o sub-representados en un grupo de genes con respecto a
un grupo de referencia mediante la aplicacidon de un test de Fisher. Con este procedimiento se
identificaron los términos GO sobre y sub-representados en los genes diferencialmente
expresados durante el cuajado del fruto de Arabidopsis, segun el analisis SAM, con respecto a el

resto de genes presentes en el microarray (Tabla 6).

Tabla 7. Comparacién de los términos GO de los genes con ortélogo referidos a proceso

biolégico con el programa FatiGO.

Proceso bioldgico Ortdlogos  Ortolégos  Adj. pvalor Nivel
Microarray diferenciales

Response to temperature stimulus 0,90% 5,29% 4,97E-003 4

Regulation of transcription, DNA-dependent 15,22% 35,36% 6,98E-003 8

Protein biosynthesis 7.83% 0,65% 1,62E-002 6

Response to oxidative stress 0,90% 4,33% 3,35E-002 4

Response to pest, pathogen or parasite 2,20% 6,73% 4,73E-002 4

Los términos GO sobre-representados incluian genes relacionados con la respuesta a
diversos estimulos como: 4cido giberélico, auxinas, dcido jasmodnico, acido salicilico y acido

abscisico, respuesta a calor, respuesta a desecacion, modificacion de la pared celular, regulacion



de la transcripcion, y proliferacion celular. También se encuentran sobre-representados los genes
relacionados con el envejecimiento como ya ocurria en los genes aislados mediante la sustraccién
de genotecas en tomate. Cuando se realizd este mismo andlisis comparando los genes
diferenciales con ortélogo con respecto al total de genes con ortélogo representados en el

microarray se obtuvieron resultados redundantes a los anteriores (Tabla 7).

Tabla 6. Comparacién de los términos GO referidos a proceso bioldgico con el programa

FatiGO.

Proceso bioldgico Microarray Diferenciales Adj. pvalor Nivel
Response to heat 0,38% 2,22% 4,16E-006 4
Cell wall modification 1,19% 4,71% 2,38E-005 7
Regulation of transcription, DNA-dependent 18,35% 29,74% 3,75E-004 8
Response to gibberellic acid stimulus 0,77% 2,44% 1,76E-003 5
Response to auxin stimulus 1,66% 3,84% 2,95E-003 5
Response to jasmonic acid stimulus 0,84% 2.44% 3,11E-003 4
Response to desiccation 0,04% 0,70% 3,39E-003 5
Ribosome biogenesis 2,03% 0,00% 4,80E-003 7
Macromolecule catabolism 3,35% 1,16% 8,74E-003 5
Cell proliferation 0,09% 0,78% 9,00E-003 4
RNA metabolism 3,46% 1,05% 1,04E-002 6
Lipid transport 0,78% 2,21% 1,09E-002 5
Intracellular transport 4,42 % 1,98% 1,35E-002 5
Stomatal complex morphogenesis 0,01% 0,47 % 1,93E-002 5
Coenzyme metabolism 1,64% 0,15% 2,58E-002 6
Ageing 0,41% 1,37% 2,61E-002 3
Microsporogenesis 0,09% 0,98% 2,98E-002 7
Anthocyanin metabolism 0,24% 3,92% 3,33E-002 9
Response to salicylic acid stimulus 0,78% 2,00% 3,81E-002 4
Translation 2,34% 0,39% 4,48E-002 7
Response to abscisic acid stimulus 0,81% 2.10% 4,71E-002 5




Con objeto de descartar un posible sesgo en la comparacion entre Arabidopsis y tomate,
debido a la ausencia de genes ortélogos relacionados con una determinada funcién bioldgica, se
analizaron los términos GO de todos los genes representados en el microarry de Arabidopsis y
los genes con ortélogo en tomate. La figura 20 contiene una representacion de todos los términos
GO con un porcentaje superior al 1% en el microarray de Arabidopsis, de los genes expresados
diferencialmente segun el andlisis SAM, de todos los genes con ort6logo en tomate y de todos los
genes diferencialmente expresados con ortélogo en tomate. No se detectdé ninguna diferencia

entre los porcentajes de los genes de Arabidopsis y los genes con ort6logo.
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Figura 20. Porcentaje de los diversos términos GO referidos a proceso bioldgico.



2. Analisis transcriptomico del desarrollo del carpelo en tomate

El desarrollo de la flor y concretamente del carpelo influye mucho en el porcentaje de
cuajado del fruto. Por ello, en esta tesis se identificaron los genes implicados en estos procesos
de desarrollo, mediante el andlisis del transcriptoma de carpelos en diferentes estadios de
desarrollo, de dos lineas de tomate (UC82 y RP75/59) (Pascual et al, 2009) (Anexo 4). Como
variedad control se empled UC82, que se caracteriza por su alto porcentaje de cuajado en
condiciones ambientales favorables, y que es incapaz de producir frutos de caracteristicas
similares a los frutos con semillas en ausencia de polinizacién y fecundacién. La variedad
RP75/59, a diferencia de UC82, es una variedad partenocarpica facultativa capaz de producir
frutos con y sin semillas con idénticas caracteristicas. Presenta un alto porcentaje de cuajado
incluso en condiciones desfavorables para la polinizacion y fecundacion, bajo las cuales produce

unicamente frutos sin semillas.

El transcriptoma a lo largo del desarrollo del carpelo en ambas lineas se caracterizé en
condiciones de invernadero, bajo las cuales el cuajado estaba alrededor del 95%. Los estadios de
desarrollo seleccionados para el andlisis fueron cuatro: botén floral (botén, longitud de los
pétalos entre 4,5 y 7 mm), de botdn floral a pre-antesis (pre-antesis, longitud de los pétalos entre
7,5 y 9mm), antesis (momento de la apertura de los pétalos y liberacion del grano del polen) y
3DPA (3 dias post antesis). El transcriptoma se caracterizé hibridando el GeneChip Tomato
Genome Array de Affymetrix, que permite conocer la expresion de aproximadamente 9200
transcritos. Se realizaron tres replicados bioldgicos de cada uno de los cuatro estadios de
desarrollo analizados. Los resultados de las hibridaciones se normalizaron y la expresion génica
se transformd a una escala log2. Los datos se encuentran depositados en la base de datos

ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/) con el niimero de acceso E-MEXP-1643.

Una vez se obtuvo la expresiéon de los diferentes genes, con objeto de determinar las
diferencias entre los estadios de desarrollo, se realizé6 un andlisis cluster de las hibridaciones
realizadas. Las muestras se clasificaron tinicamente en funcién de los genes variables, para evitar
ruido de fondo (Figura 21). En todos los estadios analizados los replicados bioldgicos se

agruparon juntos, las muestras se agruparon por estadios de desarrollo y no por lineas. Los



estadios de botdn floral y pre-antesis se agruparon juntos, y con el estadio de 3DPA, a pesar de
ser el mds alejado a nivel temporal. El estadio de antesis no se agrup6 con ninguno de los otros

estadios analizados. En todos los nodos el valor de bootstrap fue 100.

_E } Ant_RP75/59

_[ } Ant_UCS2

—E } 3DPA_RP75/59

—E }3DPA_UC82
—E }Bot_RP75/59

Bot_UC82

)
)
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Figura 21. Cladograma de las hibridaciones agrupadas en funcién del nivel de expresion de los
genes variables. Bot (pétalos entre 4,5 y 7 mm), PreA (pétalos entre 7,5 y 9 mm), Ant (antesis) y

3DPA (3 dias post antesis). Los valores de bootstrap del drbol fueron 100 en todos los nodos.

2.1 Aislamiento de genes regulados a lo largo del desarrollo del carpelo en tomate

Los genes regulados a lo largo del desarrollo del carpelo se identificaron con el programa
maSigPro (Conesa et al, 2006). Este programa estd especialmente disefiado para analizar
experimentos de microarrays en los que una de las variables es el tiempo. Primero el usuario
define los factores que diferencian las distintas hibridaciones, en nuestro caso habia un factor
temporal que tiene cuatro niveles (boton, pre-antesis, antesis y 3DPA) y un factor de fondo

genético (puesto que estamos trabajando con dos lineas diferentes). Con esta informacion el



programa define una variable para cada factor y otra para la interaccién entre ambos. En base a
estas variables y a los distintos niveles de expresion para cada uno de los genes en cada una de
las hibridaciones, el programa define un modelo general para el nivel de expresion de los genes.
Tras esto, se seleccionan los genes que se desvian de este modelo general significativamente. Por
ultimo, se analizan estos genes y se determina que variables son responsable de la desviacion de

la expresion del gen (los genes pueden agruparse en mds de una variable).

En nuestro andlisis intervenian dos factores, el tiempo y la variedad, de manera que al
definir estos factores el modelo generd tres variables: TIME, variable tiempo, que agrupd los
genes que cambian a lo largo del desarrollo del carpelo en la variedad control (UC82), TIME
RP75/59 que agrup6 los genes que cambian a lo largo del desarrollo del carpelo de manera
diferente en la linea RP75/59 con respecto al control, y UC82 vs RP75/59 que incluy6 los genes

con distinto nivel de expresion en las dos lineas.

La variable TIME incluy6 2842 genes que estaban regulados a lo largo del desarrollo del
carpelo (Anexo 5). Estos genes se agruparon en 15 clusters, en funcidn de su nivel de expresion,
empleando el algoritmo K-means (Figura 22). El cluster 1 incluyé 196 genes cuyo nivel de
expresion presenté un aumento en el estadio de antesis, este aumento es mucho més pronunciado
en la variedad control. El cluster 2 estaba formado por 83 genes que también presentaron un
aumento de la expresion en antesis, pero ademds tenfan un nivel de expresion mucho mayor en la
variedad control a lo largo de todo el desarrollo del carpelo. El cluster 3 agrupd 319 genes con un
patrén similar al del cluster 1. El cluster 4 incluyé 67 genes que presentaron un pico en el nivel
de expresion en el estadio de pre-antesis. El cluster 5 estaba formado por 317 genes con un mayor
nivel de expresion en pre-antesis y antesis. El cluster 6 agrup6 203 genes que presentaron un
aumento de la expresion en antesis, pero menor nivel de expresion en la variedad control a lo
largo de todo el desarrollo. El cluster 7 incluyé 79 genes que mostraron un descenso en el nivel
de expresion en antesis mucho mds pronunciado en la variedad control. El cluster 8 estaba
formado por 133 genes cuya expresién aumenté a lo largo del desarrollo. El cluster 9 agrup6 79
genes cuya expresion disminuy6 a lo largo del desarrollo del carpelo. El cluster 10 incluy6 164
genes que presentaron un descenso en el nivel de expresion en pre-antesis y un aumento a partir

de este estadio hasta 3DPA.
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Figure 22. Anilisis cluster de los genes cuya expresion varia a lo largo del desarrollo del carpelo
(variable TIME). El eje Y muestra el nivel de expresion y el eje X los estadios de desarrollo 1, 2,
3 y 4 son respectivamente: botén floral, pre-antesis, antesis y 3DPA. Incluye el patrén de

expresion en las dos lineas.
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El cluster 11 estaba formado por 233 genes con un patrén de expresion muy similar a los del
cluster 10. El cluster 12 agrupé 131 genes que mostraron un descenso en el nivel de expresion en
antesis, este descenso fue mucho mas pronunciado en la variedad control. El cluster 13 incluy6
259 genes que presentaron un descenso en el nivel de expresion en antesis y un aumento suave
del nivel a 3DPA. El cluster 14 estaba formado por 251 genes que sufrian un descenso en el nivel
de expresion en antesis y un aumento considerable de la expresion a 3DPA. El cluster 15 agrupé
228 genes con un patrén de expresiéon muy similar a los del cluster 14. En resumen, la mayoria de

los genes presentaron variaciones en el nivel de expresion en antesis o tras este estadio.

2.2 Aislamiento de genes expresados diferencialmente a lo largo del desarrollo del carpelo en

RP75/59

La variedad RP75/59 se caracteriza por su capacidad de producir frutos incluso en
ausencia de fecundacion y polinizacion. Sin embargo, en las condiciones ambientales en que se
desarroll6 el ensayo es capaz de producir frutos con semillas. Se considero interesante
determinar si en estas condiciones existian alteraciones en el desarrollo del carpelo,
potencialmente relacionadas con la capacidad partenocdrpica de esta variedad. Para identificar
estas diferencias se comparé el transcriptoma de RP75/59 con el de la variedad control UCS82,
que es incapaz de producir frutos en ausencia de polinizacién y fecundacion. Los genes
diferencialmente expresados en esta linea fueron los agrupados en las variables TIME RP75/59 y
UCS82 vs RP75/59 del andlisis realizado. En su gran mayoria estos genes también estaban

regulados a lo largo del desarrollo normal del carpelo pero de manera diferente (Figura 23).

La variable TIME RP75/59 agrup6 964 genes (688+157+24+95 muchos de los cuales
también variaban en funcidn de otras variables ), que variaban de manera diferente al control a lo
largo del desarrollo del carpelo de RP75/59. Estos genes incluyeron 845 genes (688+157) que
también variaban a lo largo del desarrollo normal del carpelo (TIME), 181 genes (24+157) donde
la variacion se debia a diferencias de nivel entre ambas lineas (UC82 vs RP75/59) y 95 genes que
variaban a lo largo del desarrollo dnicamente en RP75/59. La variable UC82 vs RP75/59 agrupé6
575 genes (157+319+75+24), 476 de los cuales (319+157) variaban a lo largo del desarrollo
normal del carpelo (TIME), 181 (157+24) en TIME RP75/59, y 75 donde la variacion se debia



Unicamente a diferencias de nivel de expresion entre ambas lineas. Finalmente, tras eliminar los
genes duplicados se seleccionaron 1358 genes (688+319+157+95+75+24), diferenciales en la
linea RP75/59 con respecto al control (TIME RP75/59 y UC82 vs RP75/59) (Anexo 6). De estos
genes 1164 (688+319+157) variaban también a lo largo del desarrollo del carpelo en la variedad

control.

TIME_RP75/59 TIME

95 688 1678

157
24 319

75
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Figure 23. Digrama de Venn. Nimero de genes en el microarray regulados segun las diferentes

variables.

El patrén de expresion de los 1164 genes que también estdn regulados a lo largo del
desarrollo del carpelo (TIME) (Figura 22) muestra dos tipos de diferencias entre variedades. Por
un lado habia genes que presentaban el mismo patrén de expresion que la variedad control, pero
con diferencias en el nivel de expresion. El cluster 2 (Figura 22) agrupé los genes en los que esta
tendencia era mas acusada. Por otro lado existian genes donde los cambios en el nivel de
expresion que se daban durante la antesis eran menores que en la variedad control, este seria el
caso de los clusters 1, 3, 7 y 12 (Figura 22). En resumen, los genes con diferencias de expresion
entre ambas variedades eran en su mayoria genes regulados a lo largo del desarrollo normal del
carpelo, y las diferencias entre ambas variedades venian dadas principalmente por el nivel de

expresion en antesis.



2.3 Validacion de los resultados del microarray mediante PCR cuantitativa

Para validar los resultados obtenidos en el andlisis del microarray se comprobd la
expresion de 11 genes diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo normal del carpelo
(variable TIME) mediante PCR cuantitativa a tiempo real. La expresién se estos genes se
determiné en las dos lineas analizadas en los cuatro estadios (botdn, pre-antesis, antesis y 3DPA).
La expresion de los genes analizados se normalizé empleando al actina como gen control. Para
comparar los niveles de expresion obtenidos mediante este método y mediante las hibridaciones
del microarray, se calculd la diferencia en el nivel de expresion entre las dos lineas, para cada gen
en cada estadio segin ambos métodos. Los datos obtenidos mediante PCR cuantitativa se
transformaron a una escala logaritmica, para facilitar la comparacién, puesto que los datos del
microarray estdn expresados en escala log 2. A pesar de las diferencias existentes entre los dos
métodos de cuantificacién, cuando se calculd la correlacidén entre los resultados, se obtuvo un

valor de r=0,88 (Figura 24).
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Figura 24. Correlacion entre la expresiéon génica segin el microarray y la expresion génica
segiin el andlisis por PCR cuantitativa. Incluye también los datos de validacion de las

hibridaciones de microarray descritas en el apartado 4 de resultados.



2.4 Anotacion del Affymetrix GeneChip Tomato Genome Array

Una vez identificados los genes regulados a lo largo del desarrollo del carpelo es
necesario conocer la funcién de los mismos. Sin embargo la anotacidn, de los 9200 transcritos
representados en el microarray de tomate, que proporciona Affymetrix Unicamente contiene
informacion acerca de aproximadamente un 15% de las secuencias. Por lo que para poder realizar
estudios funcionales con los datos obtenidos fue necesario re-anotar el microarray. Esto se realizé
empleando el programa Blast2GO (Conesa et al, 2005) que asigna términos GO a las secuencias
que analiza, en funcién de su similitud con secuencias previamente anotadas, y en funcion de los
dominios de proteinas que contiene la secuencia. Al realizar el BLAST con nuestras secuencias
hubo 1622 que no dieron homologia con ninguna secuencia, 211 en que la homologia fue muy
baja y 2023 que a pesar de tener homologia con otra secuencia no pudieron ser anotadas (Figura
25B). Al analizar los dominios de proteinas que contenian las secuencias se detectaron dominios
en 6435 secuencias y se pudieron asignar términos GO a 4833 secuencias (Figura 25A).
Finalmente, con este sistema se consiguieron asignar términos GO a 6121 secuencias (Anexo 7)
(Figura 25B), es decir, un 60% de los genes representados en el microarray frente al 15%
original. La mayoria de las secuencias anotadas tenian asignado mds de un término GO: 1335
tenian dos términos asignados, 1259 tres términos, 1007 cuatro términos, y 1184 entre 5y 9

términos (Figura 25C).

La precision de la anotacion viene dada por el nivel de los términos GO, conforme mayor
es el nivel se puede considerar que la anotacién es mds precisa. Los términos GO se agrupan en
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