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Impacto del silenciamiento génico de CLAVATA3 y FASCIATED
INFLORESCENCE en variedades de tomate de fruto bilocular o

multilocular

Resumen

La transicidn floral implica un cambio en la identidad vegetativa del meristemo apical del tallo
(SAM), que se transforma en meristemo de inflorescencia, dando lugar a la formacién de otros
meristemos de inflorescencia secundarios, y estos a su vez se transforman en meristemos
florales. En los flancos de los meristemos florales se inicia la formacion de los primordios de
drganos florales que, tras sucesivos ciclos de divisiéon y expansidn celular, daran lugar a las flores.
Entre los factores que determinan el tamafio final del fruto de tomate se encuentra la tasa de
divisién celular en el meristemo floral, aunque el principal responsable del tamafio final del fruto
es el numero de carpelos en la flor. Este caracter viene determinado por el tamafio del
meristemo floral, cuya regulacién implica un mecanismo de retroalimentacién negativo en el
gue juega un papel importante la via de sefalizacién extracelular formada por los genes
CLAVATA (CLV) y WUSCHEL (WUS). El analisis genético de mutantes y los estudios de genética
reversa han permitido conocer la base genética y el mecanismo molecular de la ruta CLV/WUS.
Asi, por ejemplo, mutaciones en los genes CLV conducen a un aumento del tamafo del
meristemo floral a través de la expansion de los dominios de expresiéon de WUS, lo que da lugar
a flores con un mayor niumero de carpelos. En tomate, el fenotipo de ausencia de funcién del
gen FASCIATED INFLORESCENCE (FIN), que codifica una hidroxiprolina O-arabinosiltransferesa,

es similar al de los mutantes clavata (clv).

En este trabajo de investigacién se ha evaluado el impacto del silenciamiento de los genes CLV3
y FIN en dos variedades diferentes de tomate, a saber, Moneymaker y p73, que desarrollan
frutos biloculares o multiloculares respectivamente. Para abordar los objetivos del trabajo,
previamente se han seleccionado progenies transgénicas de simple copia. Sobre la base del
papel que desempefian estos genes en la regulacidn de la actividad meristematica, se ha
realizado una evaluacidn in vitro de diferentes caracteres relacionados con la formacion de
organos a partir de meristemos. Ademads, se han evaluado caracteres relacionados con el
desarrollo vegetativo y reproductivo en el invernadero. En este sentido, y por lo que respecta al
desarrollo vegetativo, el fenotipado se ha centrado en el efecto del silenciamiento sobre Ia
arquitectura de la planta y el desarrollo de drganos foliares. En lo que concierne al desarrollo
reproductivo, se ha determinado el efecto del silenciamiento sobre la tasa de cuajado, el calibre

y el nimero de léculos del fruto y la produccion.

Palabras clave

Tomate; CLAVATA3; FASCIATED INFLORESCENCE; fruto; produccion
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Impact of CLAVATA3 and FASCIATED INFLORESCENCE gene

silencing on bilocular or multilocular tomato varieties

Abstract

Floral transition involves the transformation of stem apical meristem (SAM), which changes its
vegetative identity to an inflorescence meristem, also giving rise to secondary inflorescence
meristems that finally transform to floral meristems. Primordia of the floral organs start forming
on the flanks of floral meristems and after successive division and cellular expansion cycles, they
give rise to flowers. Among factors determining final fruit size in tomato, cell division rate it’s
included but number of carpels it’s the main accountable for final fruit size. This trait is
determined by floral meristem size, whose regulation involves a negative-feedback loop in
which the extracellular signalling pathway formed by CLAVATA (CLV) and WUSCHEL (WUS) genes
plays a big role. Genetic analysis of mutants and reverse genetics studies have revealed the
genetic basis and molecular mechanism of CLAVATA-WUSCHEL pathway. For example,
mutations at CLV genes lead to an increase in floral meristem size through WUS expression
domains expansion, which gives rise to flowers with larger number of carpels. Tomato mutants
lacking function of FASCIATED INFLORESCENCE (FIN) gene, which codifies a hydroxyproline O-

arabinosyltransferase, show clv-like phenotypes.

In this work, impact of silencing CLV3 and FIN genes on two tomato varieties, Moneymaker and
p73, has been evaluated. This varieties develop, respectively, bilocular or multilocular fruits. To
address the objectives of this work, single copy transgenic progenies were previously selected.
Based on the role played by these genes on meristematic activity regulation, an in vitro
evaluation of different traits related to organ formation from meristems has been made.
Moreover, traits involved in vegetative and reproductive development have been evaluated at
greenhouse. Therefore, for vegetative development, phenotyping has been focused on the
effect of silencing on plant architecture and foliar organs development. With respect to
reproductive development, the effect of silencing has been evaluated as curdling rate, fruit size,

locule number and production.

Key words

Tomato; CLAVATA3; FASCIATED INFLORESCENCE; fruit; production
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1. INTRODUCCION

1.1. Estructura del SAM a nivel anatémico y funcional

El desarrollo y crecimiento mediante la formacién de nuevos drganos ocurre como consecuencia de
estructuras especificas que poseen células pluripotentes denominadas meristemos (Sicard et al.,
2008). Al inicio de la embriogénesis se establecen los dos meristemos principales que van a generar
el eje apical-basal de la planta: el meristemo apical del tallo (SAM, del inglés Shoot Apical Meristem),
qgue dara lugar a la parte aérea de la planta, y el meristemo apical de la raiz (RAM, del inglés Root

Apical Meristem), que originara las raices.

El SAM se puede analizar de dos formas, a nivel anatémico-histoldgico o desde un punto de vista
funcional (Bowman y Eshed, 2000). Por lo que respecta al estudio anatdmico-histoldgico, en la
mayoria de las dicotileddneas, en el SAM se pueden diferenciar 3 capas celulares, a saber, la capa
epidérmica mas externa (L1), la capa subepidérmica (L2) y el corpus (L3). La capa L1 da lugar a la
epidermis de los brotes vegetativos, hojas y flores; la capa L2 es el origen del tejido mesodérmico y
las células germinales; y la capa L3 es la responsable de generar los tejidos vasculares (Fletcher y
Meyerowitz, 2000). A nivel funcional, en el SAM se distinguen tres dominios principales: la zona
central (ZC), la zona periférica (ZP) y la zona medular (ZM). La ZC actia como un reservorio de células
indiferenciadas para las ZP y ZM. La ZP es la region de transicion del SAM, donde las células
procedentes de la ZC adquieren especificidad para formar los primordios de 6rganos laterales y
meristemos axilares. La ZM esta implicada en la formacién de los tejidos internos del tallo (Fletcher,
2002). Estos dominios funcionales quedan definidos por sefiales especificas procedentes del centro
organizador (CO), un pequefio grupo de células situadas en la base de la ZC cuya funcion es regular la
division celular dentro de las distintas zonas. En la ZC, las células se dividen lentamente
manteniéndose indiferenciadas, mientras que en las ZP y ZM proliferan rapidamente para completar

su diferenciacién durante la organogénesis (Soyars et al., 2016).

A lo largo del desarrollo de la parte aérea de la planta, el SAM experimentara dos programas de
desarrollo, el vegetativo y el reproductivo. En la fase de desarrollo vegetativo, el SAM diferencia en
posiciones laterales érganos vegetativos, como es el caso de los primordios de hoja. Durante la fase
reproductiva, tras la induccion floral, el SAM se transformara en meristemo de inflorescencia dando
lugar a la formacidn de otros meristemos de inflorescencia secundarios, y éstos a su vez a meristemos
florales. En los flancos de los meristemos florales se inicia la formacién de los primordios de érganos

florales, que, tras sucesivos ciclos de divisién y expansion celular, daran lugar a las flores.
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1.2. Regulacidn génica de la actividad del SAM a través de la via CLAVATA/WUSCHEL

El tamafio del meristemo apical se mantiene constante merced a la accién combinada de WUSy CLV3
(Figura 11). Esta ruta, descubierta a través del analisis de mutantes de Arabidopsis, se autorregula
mediante un sistema de retroalimentaciéon negativa que involucra al factor de transcripcién WUS,
que promueve la proliferaciéon, y al péptido sefial CLV3, promotor de diferenciaciéon (Brand et al.,
2000). El péptido seiial CLV3 (Clark et al., 1995) es secretado por las células de la zona central y se
difunde por el centro organizador subyacente donde es percibido por receptores quinasas cuya
sefializacion da lugar a la inhibicién de la expresién de WUS (Schoof et al., 2000). La sefial de CLV3 es
transmitida a través de dos vias paralelas (Figura I11). Una de ellas implica la unidn directa al receptor
guinasa CLV1, mientras que en la segunda ruta, independiente de la anterior, la sefial es transmitida
por el heterodimero CLV2/CORINE (CRN), que actlia como co-receptor de CLV3 (Miiller et al., 2008;
Bleckmann et al., 2010; Somssich et al., 2016). A su vez, la proteina WUS, sintetizada en las células
del centro organizador, migra a las células adyacentes donde se une al promotor de CLV3 activando

su transcripcion (Figura 11). De este modo, WUS limita su propia actividad a través de CLV3 (Yadav et

)
cva)
/ ol o

IW WUS

al., 2011).

Figura I1. Ruta de retroalimentacién CLV/WUS en el
SAM (Somssich et al., 2016).

La base genética y el mecanismo molecular de la ruta CLV/WUS se han empezado a conocer gracias
al andlisis de mutantesy a estudios de genética reversa. Los mutantes wus son incapaces de mantener
la identidad y el tamafio de los meristemos, lo que promueve el desarrollo defectuoso de brotes,
flores y frutos; al igual que la sobreexpresién de CLV3 (Brand et al., 2000). Por el contrario, las
mutaciones en los genes CLV producen meristemos de mayor tamafio debido a la imposibilidad de

restringir la expresion de WUS (Schoof et al., 2000). Los genes de la ruta CLV/WUS se expresan de
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manera similar en el meristemo floral y sus mutaciones causan alteraciones similares a las observadas

en el SAM.

Por lo que concierne al meristemo de inflorescencia (IM), los mutantes de tomate que prolongan la
identidad del IM durante mas tiempo desarrollan inflorescencias ramificadas, asi como un aumento
del nimero de carpelos que finalmente da como resultado el desarrollo de frutos mas grandes. Asi,
el mutante fasciated inflorescence (fin) exhibe mayor ramificacién de las inflorescencias, y desarrolla

frutos de mayor tamano consecuencia de un mayor numero de carpelos.

1.3. Los genes CLV3 y FIN

El gen CLV3 codifica para una pequefia proteina extracelular que se expresa en las células
pluripotentes de los meristemos vegetativo y floral (Brand et al., 2000). Esta proteina cuenta con 96
aminodcidos, de los cuales 18 constituyen la regidn N-terminal que es hidrofébica y parece actuar
como péptido sefial dirigiendo la proteina a la via secretora / de secrecién (Fletcher, 1999). Dado que
no existen otras regiones hidrofdbicas, se considera que CLV3 es una proteina soluble (Rojo et al.,
2002). La expresion del mRNA de CLV3 se da en las capas epidérmicas y subepidérmicas de células
pluripotentes tanto de meristemo vegetativo como floral, desde las que se desplaza para interactuar
con CLV1 y CLV2/CRN (a través de las dos vias) y activar la ruta CLV (Fletcher y Meyerowitz, 2000;
Rojo et al., 2002; Fletcher, 1999).

Respecto al gen FIN, codifica para un homédlogo de la familia de proteinas hidroxiprolina O-
arabinosiltransferasas (HPAT) que se identificd en Arabidopsis (Ogawa-Ohnishi et al., 2013; Xu et al.,
2015). Estas proteinas catalizan la transferencia de l-arabinosa al grupo hidroxilo de los residuos de
hidroxiprolina (Hyp) (Ogawa-Ohnishi et al., 2013). Esta modificacién se realiza principalmente sobre
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, especialmente sobre extensinas, pero también en péptidos
sefial que son secretados, como por ejemplo CLV3 (McAlister et al., 2016; Ohyama et al., 2009). Mas
concretamente, FIN es uno de los cuatro genes ortdlogos a los genes de HPAT de Arabidopsis, siendo

HPAT3 el mas parecido a FIN (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético de la familia FIN/HPAT
a partir de secuencias completas que codifican para

proteinas putativas. Se ilustran en color rojo los
genes de tomate y en color azul los de Arabidopsis

(Xu et al., 2015).

1.4. Origen y genes implicados en el calibre del fruto de tomate

Los origenes y primeros pasos de la domesticacidon del tomate
son dudosos, aunque parece que el centro de origen es la region
occidental de Sudameérica que se extiende desde Ecuador hasta
Chile, donde existe una mayor diversidad fenotipica. La presencia
de esta especie mas al norte (i.e. México) parece responder a una

expansién posterior, posiblemente antrdpica.

En su adrea de distribucion, desde las Islas Galdpagos hasta los
valles andinos, las variedades silvestres han sido capaces de
crecer tanto a nivel del mar de las costas del Pacifico como en las
regiones andinas que se encuentran a 3300 metros sobre el nivel
del mar, incluyendo los valles de esta cordillera donde se
produjeron fendmenos de aislamiento geografico. Tal variedad
de ecosistemas en los que ha sido capaz de crecer, que incluye
diferentes condiciones edafoldgicas y especialmente climaticas

en lo que respecta a la precipitacion anual y la temperatura,
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Esta acuarela de mediados del siglo XVI es la
representacion mas antigua de una planta de
tomate en Europa y forma parte de los
materiales inéditos de Leonhard Fuchs
(1542).

Fuente: Peralta et al. (2008).
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explica la amplia diversidad que esta especie presenta en estado silvestre (Peralta y Spooner, 2006;

Nakazato et al., 2010).

El momento y el lugar en el que se produjo la domesticacién del tomate es todavia objeto de

controversia a falta de estudios tanto arqueoldgicos como filogenéticos en los cuales se tengan
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presentes todos los cultivares americanos y las variedades silvestres. Dos son las hipdtesis que

cuentan hoy dia con mayor aceptacidn: la hipétesis peruana y la mexicana.

DeCandolle (1886) y otros autores posteriormente establecieron el origen de la domesticacién del
tomate en Perd, de donde creyeron procedian los primeros ejemplares que llegaron a Europa debido
a que en el Viejo Mundo fueron llamados a principios del siglo XVII “mala peruviana” y “pomi del
Peru” y a que en esa regidon se encontraba el mayor nimero de variedades silvestres. De ser asi, su
domesticacidn debid ocurrir muy poco tiempo después de la llegada de los europeos al continente ya
gue no hay registro sobre el cultivo del tomate en la etapa precolombina, no existe un término para
identificar a la planta en ninguna de las lenguas nativas y no se conocen representaciones artisticas

de la planta al contrario de lo que ocurre con otros vegetales de la regién (Peralta y Spooner, 2006).

La hipdtesis alternativa, desarrollada por Jenkins (1948), sefiala un origen mexicano del cultivo
atendiendo a varios testimonios europeos de la presencia del vegetal en México a finales del siglo
XVI, a la existencia de un mayor niumero de cultivares de tomate en México que en Peru y al origen
etimoldgico de la palabra tomate (que procederia del término “tomat!”, el nombre para la planta en
lengua nahua). Las citas del vegetal como “tumatle ex Themistitan” en Guilandini (1572) donde
Jenkins identific6 en topdnimo Themistitan con Tenochtitlan, capital del imperio azteca,
demostrarian para el autor el origen precolombino del cultivo en esta region de Norteamérica
(Peralta y Spooner, 2006). Para Jenkins, las plantas cultivadas en México debian proceder de

especimenes de Solanum lycopersicum var. cerasiforme originarios del Peru (Labate et al., 2007).

Parece ser que, en 1521, tras la llegada de los europeos a México, ya existian tomates cultivados que
se utilizaban, junto con diversas variedades de Capsicum, para hacer salsas (Labate et al., 2007). En
1577, Fray Bernardino de Sahagun, en su libro Historia general de las cosas de Nueva Espafia, sefiala
la presencia en los mercados mexicanos de siete especies vegetales cuyos nombres derivarian
directamente del término tomatl. No obstante, sélo uno de ellos, el xitomat/ o jitomate, se
corresponde con la especie Solanum lycopersicum que segun parece no era tan popular en la cultura

culinaria azteca como los cultivares de Physalis (Diez y Nuez, 2008).

A pesar de que ya se consumian en México, los primeros tomates que llegaron a Europa en la década
de 1540 fueron cultivados como plantas ornamentales debido a que se consideraba que todas las
partes de la planta eran venenosas y no pasaban de ser mas que curiosidades de jardin (Peralta y
Spooner, 2000). En el sur de Europa, la planta se adaptd bien al clima mediterrdneo y, aunque se
conocen citas muy tempranas en Centroeuropa, fue precisamente en el sur del continente donde
comenzd a consumirse por primera vez a mediados del siglo XVII (Peralta y Spooner, 2006). Fue a

partir de la popularizacidn de su uso culinario cuando comenzd la expansién del cultivo. El tomate
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fue rapidamente distribuido por el mundo llegando de la mano de los espafioles al Caribe y a Filipinas,
y desde alli a Asia a finales del siglo XVI. El cultivo fue asimismo introducido en Africa a partir de las
colonias portuguesas de Mozambique y Angola, y en Oriente Proximo a través de Turquia (Diez y
Nuez, 2008). El tomate ya aparece en un libro de recetas de cocina del Reino Unido en 1752 desde
donde debid pasar a sus colonias norteamericanas. La primera cita del cultivo en los Estados Unidos

de América es de 1781 y en el afio 1863 ya existian 23 cultivares diferentes (Labate et al., 2007).

Mientras que las variedades silvestres de tomate presentan una gran diversidad genética y fenotipica,
las variedades cultivadas se han visto diezmadas por cuellos de botella derivados de la propia
domesticacion (Miller y Tanksley, 1990). El tamafio y forma del fruto fueron los primeros rasgos, junto
con el rendimiento, ligados a este proceso de domesticaciéon (van der Knaap y Tanksley, 2001;
Tanksley, 2004). De hecho, se han identificado cerca de 30 loci de cardcter cuantitativo (QTLs)
asociados al tamafio del fruto (Grandillo et al., 1999) de los cuales cinco (fwl.1, fw5.2, fw7.2, fw12.1
y Icn12.1) contribuyeron significativamente a la transicion desde S. pimpinellifolium a S. lycopersicum
var. cerasiforme (Lin et al., 2014). Posteriormente, en una segunda fase, fundamentada en programas
de mejora genética, cabe destacar el papel de los QTLs fw2.2 y fw3.2 como responsables del aumento
del tamafo de fruto en las variedades actuales de S. lycopersicum (Chakrabarti et al., 2013; Azzi et

al., 2015).

Sin embargo, el numero final de cavidades o l6culos del fruto, que se corresponde con el nimero de
carpelos que se desarrollan en el gineceo, juega un papel aun mas relevante que la divisién celular.
Asi, se ha descrito que el nimero de Iéculos es responsable del 50% de la variacidn en el tamafio del
fruto (Tanksley, 2004). Las principales mutaciones que ocasionan un mayor numero de carpelos en el
ovario durante la organogénesis floral y, por ende, un mayor nimero de l6culos en el fruto son locule
number (Ic), una mutacién de ganancia de funcidn asociada a dos polimorfismos tipo SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) presentes en una regién reguladora del gen de tomate ortélogo al gen
WUSCHEL (WUS) de Arabidopsis (Mufios et al., 2011), y fasciated (fas), localizada en el promotor del
gen ortélogo de CLAVATA3 (CLV3) de Arabidopsis (Xu et al., 2015). Las funciones de LC y FAS se
requieren en fases tempranas del desarrollo floral, donde regulan la forma del fruto junto con los

genes OVATE y SUN, que regulan su elongacion (Rodriguez et al., 2011; Azzi et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo Final de Master ha sido evaluar el impacto del silenciamiento
génico de CLAVATA3 (CLV3) y FASCIATED INFLORESCENCE (FIN) en variedades de tomate de fruto
bilocular (i.e. Moneymaker) o multilocular (i.e. p73). Los objetivos concretos han sido los siguientes:

1. Identificar progenies transgénicas de simple copia.

2. Caracterizar in vitro el impacto del silenciamiento de CLV3 y FIN sobre la respuesta
morfogenética y el desarrollo de plantulas y plantas axénicas de Moneymaker y p73.

3. Caracterizar en invernadero el impacto del silenciamiento de CLV3y FIN sobre los caracteres
vegetativos y reproductivos de las plantas transgénicas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Como material vegetal de partida se han empleado 3 lineas transgénicas de tomate segregantes
(generacién TG2) que tienen silenciado el gen CLAVATA3 (CLV3), dos de ellas en el fondo genético
Moneymaker y una en p73, y 2 lineas transgénicas de tomate segregantes (generacién TG2) que
tienen silenciado el gen FASCIATED INFLORESCENCE (FIN), dos de ellas en el fondo genético
Moneymaker y una en p73. El cultivar Moneymaker, introducido por el inglés F. Stonor a mitad del
siglo pasado, es muy popular debido a que produce frutos, generalmente biloculares, de un atractivo
y brillante color rojo cadmio, y de una increible uniformidad, tanto en su morfologia como en el
proceso de maduracion. Como suele ocurrir en algunas variedades y cultivares comerciales después
de numerosos ciclos de autofecundacion, Moneymaker posee un fondo genético muy conservado
gue le proporciona caracteres de fruto muy homogéneos y una heredabilidad asegurada. El cultivar
p73 es una linea de tomate para consumo fresco, de crecimiento indeterminado, cedida
amablemente por la Dra. M2 José Diez. Este cultivar porta la mutacién locule number (Ic), y por ello

desarrolla frutos con mas de dos léculos.

3.2 Técnicas basicas de cultivo in vitro

3.2.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas se esterilizan superficialmente por inmersién, durante 30 minutos, en una solucién de
lejia comercial diluida al 50% (5% de hipoclorito de sodio) equivalente a 50 g de cloro activo por litro,
a la que se le afiaden 2 gotas de detergente 7X-0-matic (Flow Laboratories) para romper la tension
superficial de los tejidos, lo que mejora el contacto entre el tejido y el esterilizante. A continuacidn,
se elimina la soluciéon desinfectante mediante tres lavados sucesivos (5, 10 y 15 minutos,

respectivamente) con agua destilada estéril.

3.2.2 Germinacion y obtencidn de pldntulas axénicas

Tras la desinfeccion, las semillas se transfieren a placas petri con dos capas de papel de filtro saturado
de agua destilada estéril. Las placas se sellan con parafilm y se mantienen en oscuridad a 282C durante
48 horas. Después de la nascencia, es decir, en el momento en el que emerge la radicula, las semillas
se transfieren a recipientes de vidrio (105 mm de altura x 95 mm de didmetro) que contienen 50 ml

de medio de germinacion (MG). Este medio estd compuesto por solucién mineral MS (Duchefa
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Biochemie), 10 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar bacteriolégico europeo (Sumilab S.L.). El pH del medio
se ajusta a 5.7 con KOH y HCL antes de anadir el agente gelificante. El medio de cultivo se esteriliza

por calor himedo en autoclave, a 1159C durante 30 minutos.

El cultivo de las plantulas tiene lugar en una camara de cultivo en condiciones de luz, temperatura y
humedad controladas: fotoperiodo de 16 horas luz con una intensidad luminosa de 2000 luxes -
equivalente a 34 uE/m?/s - suministrada por una fuente de luz fria y una temperatura de 26 £ 22 Cy

40% durante el periodo luminoso y 22 + 22 C / 70% de HR durante el periodo oscuro.

3.2.3 Cultivo de explantes primarios

A los 7 dias del inicio de la germinacidn se procede a la extraccidn de los explantes de cotiledén y de
hipocétilo. Una vez separados los dos cotiledones de la plantula, se eliminan los extremos para
incrementar la superficie de corte obteniéndose 2 explantes por genotipo individual y se cultivan con
el envés en contacto con el medio de cultivo. Respecto a los hipocétilos, se obtienen explantes de
aproximadamente 0,5 cm que se cultivan en posicién horizontal. Para el cultivo de explantes se
emplean placas petri (90 mm de diametro x 30 mm de altura) con 30 ml de medio de cultivo, selladas

con parafilm. Las condiciones de incubacidn son las mismas que las descritas en el apartado 3.2.2.

3.2.4 Induccidn de organogénesis

El medio de cultivo empleado para la induccidon de organogénesis en los explantes de tomate es el
IKZ 4.0/4.0/1.0, compuesto por solucién mineral MS (Duchefa Biochemie), 30 g/L de sacarosa, 0.1 g/L
inositol, 10 ml de vitaminas SH y la combinacién de reguladores de crecimiento. Esta combinacion de
reguladores (4.0 mg/L de acido indolacético + 4.0 mg/L de kinetina + 1.0 mg/L zeatina) en el medio
de cultivo da lugar a la formacion de callos que presentan zonas compactas de color verde en las que
se desarrollan yemas, yemas-apice y brotes. El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de
afadir el agente gelificante y se esteriliza por calor humedo en autoclave, a 1152 C durante 30

minutos. Las condiciones de incubacién son las mismas que las descritas en el apartado 3.2.2.

3.2.5 Obtencion de plantas axénicas

Para el enraizamiento de las plantas axénicas, los brotes se cultivan en el medio MB2 compuesto por
solucién mineral MS (Duchefa Biochemie), 20 g/L de sacarosa, 0.1 g/L inositol, y 0.001 g/L de T-CIH.
El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCL antes de afiadir el agente gelificante y se esteriliza por
calor himedo en autoclave, a 1152 C durante 30 minutos. El tipo de recipiente que utilizamos (150

mm de altura x 60 mm de didmetro) favorece la elongacién de entrenudos, lo que facilita la
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propagacion clonal de la planta axénica. Las primeras raices aparecen aproximadamente a los 7 dias
del cultivo. A los 30 dias la planta axénica suele tener un sistema radicular bien desarrollado, y la
parte aérea presenta una yema caulinar y varias yemas axilares. Las condiciones de incubacién de las

plantas axénicas son las descritas en el apartado 3.2.2.

3.2.6 Obtencion de pldntulas axénicas

Las semillas, tras su esterilizacidén y germinacién (apartados 3.2.1 y 3.2.2), se siembran en tubos de
vidrio (145 mm de altura x 22 mm de didmetro) que contienen medio MB2 descrito en el apartado
3.2.5. El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de afiadir el agente gelificante y se esteriliza
por calor humedo en autoclave, a 1152 C durante 30 minutos. Las condiciones de incubacién de las

plantas axénicas son las descritas en el apartado 3.2.2.

3.2.7 Andlisis de la resistencia-sensibilidad a la kanamicina

El andlisis de la resistencia o sensibilidad a la kanamicina de las plantas se analiza de dos maneras: 1)
En plantulas procedentes de la germinacion de semilla. Tras la esterilizacidn de las semillas (apartado
3.2.1) éstas se transfieren a recipientes que contienen medio MG (ver apartado 3.2.2) suplementado
con 100 mg/L de kanamicina. 2) A partir de explantes de hipocétilo. En este caso, a los 7 dias de la
germinacién de la semilla (apartados 3.2.1y 3.2.2), los explantes de hipocétilo se transfieren a medio
organogénico (apartado 3.2.4) suplementado con 100 mg/L de kanamicina. En ambos casos, la
sensibilidad a la kanamicina se traduce en inhibicién del crecimiento (desarrollo de la plantula o
generacioén de callo a partir de los extremos del hipocétilo). Las condiciones de incubaciéon son las

mismas que las descritas en el apartado 3.2.2.

3.3. Caracterizacion del desarrollo vegetativo y la produccion

Para la caracterizacién del desarrollo vegetativo y la produccion se cultivaron 60 plantas TG2 (12
plantas de cada linea de silenciamiento, ver apartado 3.1) en el invernadero. Las semillas, tras su
esterilizacién y germinacién (apartados 3.2.1 y 3.2.2), se transfirieron a macetas pequefias
(polietileno negro &: 9 cm, Os-plastic) con fibra de coco estéril (fibra de % de Cocoterra). A los 20
dias, las plantulas se trasplantaron a una maceta de mayor calibre (polietileno negro &J: 28 cm,
capacidad 12 L, Maceflor). Las necesidades de riego se cubrieron mediante fertirrigacién con solucién
nutritiva, colocando 2 goteros por maceta y aplicando 4-8 riegos diarios de 1-2 minutos (el nimeroy

duracidn de los riegos varié con el estadio de desarrollo de la planta, incrementandose el nimero y
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la extensidn de los mismos en funcién de los requerimientos hidricos). La composicidn de la solucién
nutritiva suministrada mediante el agua de riego es la siguiente: 0,15 g/L de PO4Hs, 0,82 g/L de
Ca(NOs),, 0,20 g/L de NOsK, 0,35 g/L de SO4K3, 0,24 g/L de SOsMg y 0,1 g/L de BMX (micronutrientes).
El cultivo se realizé en un invernadero tipo capilla en las siguientes condiciones de cultivo: i)
fotoperiodo: 16 horas luz / 8 horas oscuridad, ii) temperatura: 242 C + 22 C (diurna), 202 C +£ 22 C
(nocturna), humedad relativa: 45-65% (diurna), 75-90% (nocturna), y iii) luz natural suplementada
con lamparas de mercurio de 400 w para mantener un fotoperiodo de dia largo (16 h de luzy 8 h de
oscuridad). La poda se realiz6 a una guia, eliminando todos los brotes laterales cada 7 dias y dejando
Unicamente el tallo principal. Se realizaron tratamientos fitosanitarios segun las recomendaciones de
cada fabricante contra dcaros, mosca blanca, enfermedades fungicas y tuta absoluta desde el

momento en el que se detectaba su aparicién.

Respecto a caracteres del desarrollo vegetativo, se evalud el nimero de fitémeros hasta la primera
inflorescencia y entre inflorescencias, asi como distancia hasta la primera inflorescencia y entre
inflorescencias en las seis primeras inflorescencias. Respecto al desarrollo reproductivo, se evaluaron
los siguientes pardametros: numero de flores y frutos por inflorescencia (en las primeras 7
inflorescencias), y peso de los frutos recolectados. A partir de las flores y frutos por inflorescencia se
determiné la tasa de cuajado [(n? frutos / n? flores) x 100] de cada una de las 7 inflorescencias de
cada planta. El promedio de las tasas de cuajado de las 7 inflorescencias permitié determinar la tasa
de cuajado por planta, y el promedio de la tasa de cuajado de las plantas con idéntica configuracién
transgénica permitié determinar la tasa de cuajado de cada linea. La suma de los pesos de los frutos
de cada planta permitié determinar la produccién por planta, y el promedio de la produccidn de las

plantas con idéntica configuracidn transgénica permitié determinar la produccidn por linea.

3.4. Andlisis genético

Para llevar a cabo el andlisis genético, se contabiliza el nimero de plantas con un fenotipo diferencial
(i.e. resistencia y sensibilidad a la kanamicina, o fenotipo WT y fenotipo mutante), y las segregaciones
se analizan mediante el test x?, cuya férmula es la siguiente: x*>= 5 [(O; — E;)? + Ei], donde O; hace

referencia a cada valor observado y E; a cada valor esperado.

3.5. Tratamiento estadistico de los datos

El tratamiento estadistico se llevé a cabo comparando los valores medios de cada parametro

mediante el test de Fisher (diferencia minima significativa) con un nivel de probabilidad del 5%.
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4.1. Resultados preliminares

En nuestro laboratorio se han obtenido plantas transgénicas con los genes FASCIATED
INFLORESCENCE (FIN) y CLAVATA3 (CLV3) silenciados mediante interferencia por RNA (Ri) en las
variedades de tomate p73 y Moneymaker en el contexto de un proyecto relacionado con el estudio
de genes que regulan el tamafio del fruto de tomate. Estas plantas transgénicas (TG1) se evaluaron
en invernadero para los siguientes caracteres: numero de frutos por planta, peso medio del fruto,
diametro del fruto y nimero de ldculos por fruto (Tablas R1a y R1b). Entre estas TG1, algunas lineas
destacaron por un incremento en los valores de los caracteres fenotipados con respecto al wild type
(WT), lo que indicaba que el silenciamiento de estos genes podria tener implicaciones interesantes.
Con el objetivo de realizar un estudio mas detallado, en este trabajo de investigacién se ha realizado

una evaluacion de algunas progenies TG2.

Tabla R1a. Caracterizacion de frutos en plantas transgénicas (TG1) de tomate p73 con los genes FIN (Ri-FIN)
y CLV3 (Ri-CLV3) silenciados.

Linea Ne¢ de frutos @ fruto (cm) N2 Iéculos Peso (g)

p73 31 5.73+0.73 4.71+1.60 106.38 +31.64
Ri-FIN-31 14 5.45+0.99 5.57+1.74 84.68 + 36.95
Ri-FIN-38.1 3 4.40+0.35 4.33+0.58 42.92 +15.20
Ri-FIN-39 4 4.53+0.49 4.50+0.58 42.85+17.26
Ri-FIN-47.2 6 5.28+0.43 3.17+0.41 56.16 +29.87
Ri-CLV3-30 5 5.10+£0.25 4.40 £0.55 78.94 +£16.25
Ri-CLV3-33 9 6.04 £0.73 6.00 +0.87 108.08 +42.86
Ri-CLV3-38 2 6.75+0.92 8.50+0.71 113.81 +19.50
Ri-CLV3-41 2 8.05+0.64 9.50+ 0.71 157.35 +35.88

Datos expresados como promedio * desviacion tipica
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Tabla R1b. Caracterizacién de frutos en plantas transgénicas (TG1) de tomate Moneymaker con los genes FIN
(Ri-FIN) y CLV3 (Ri-CLV3) silenciados.

Linea N de frutos @ fruto (cm) N2 léculos Peso (g)

MM 23 4.20+0.52 2.04+0.21 47.12 £ 15.26
Ri-FIN-7 7 4.59+0.46 2.86 £ 0.69 54.45 + 16.00
Ri-FIN-18 12 4.07 £0.51 3.58+1.16 38.03£18.77
Ri-FIN-19 10 3.30+0.23 2.90+0.57 18.97 £+ 5.66
Ri-CLV3-3 16 4.82 +0.69 3.38+1.59 64.30+£21.90
Ri-CLV3-4 14 5.14+1.09 4.50+1.02 69.26 £35.70
Ri-CLV3-16 9 4.50+0.26 2.78+0.44 54.23 £9.92
Ri-CLV3-24 14 5.10+0.63 7.00+1.11 56.10+£22.30

Datos expresados como promedio + desviacion tipica.

4.2. Identificacidon de progenies de simple copia

Para la identificacién de progenies de simple copia, se sembraron semillas procedentes de la
autofecundacion de las plantas transgénicas en un medio de cultivo suplementado con kanamicina.
Tras la germinacidn, las plantulas se dejaron crecer hasta el momento en el que fue posible evaluar
la resistencia o sensibilidad a la kanamicina (i.e. en torno a 30 dias). Transcurrido este periodo de
tiempo, las plantas resistentes y sensibles a la kanamicina son claramente distinguibles. En efecto, a
diferencia de lo que ocurre en las plantas sensibles a la kanamicina, las resistentes son capaces de
desarrollar tanto la parte aérea como el sistema radicular. Las sensibles, sin embargo, no son capaces
de desarrollar raices laterales ni hojas verdaderas. Ademas, el hipocédtilo suele exhibir una
pigmentacion rojiza consecuencia de la acumulacién de antocianos. Estos caracteres hacen, como se
ha comentado anteriormente, que ambos tipos de plantulas (i.e. resistentes y sensibles a la

kanamicina) se distingan muy facilmente.

Por lo que respecta a los resultados, la mayor parte de las lineas segregaron para una copia

(segregacion 3:1), tres lineas segregaron para dos copias (segregacion 15:1), dos lineas exhibieron
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una distorsién de la segregacion y otras dos lineas fueron completamente sensibles a la kanamicina

(Tabla R2).

Tabla R2. Segregacion para el cardcter resistencia a la kanamicina en distintas lineas Ri-FIN y Ri-CLV3 de p73
y Moneymaker (MM).

Resistencia a kanamicina

Gen R

. , s . 2a
Variedad silenciado Linea Km Km Segregacion X
38.1 46 19 3:1 0,62
47.2 0 27 - -
FIN
31 40 11 3:1 0,32
39 38 12 3:1 0,03
P73
30 23 23 1:1 0
38 40 17 3:1 0,71
CcLv3
41 49 4 15:1 0,15
33 23 10 3:1 0,49
18 32 12 3:1 0,12
2 25 15 3:1 3,33
FIN
19 46 17 3:1 0,13
7 40 4 15:1 0,61
MM
24 41 4 15:1 0,53
16 0 48 - -
CcLv3
4 31 14 3:1 0,90
3 14 40 1:3 1,83

2 El valor calculado representa el ajuste de los datos a la segregacion esperada correspondiente (P>0,05; %
1gl. = 3,84)

Por ejemplo, la segregacién de la linea CLV3-30 de p73 se ajustd a un patrdn 1:1. Este resultado podria
estar ocasionado por el silenciamiento del alelo transgénico en homocigosis, o porque el transgén
provoca la letalidad de uno de los gametos. La linea CLV3-3 de Moneymaker se ajustaba a una
segregacion 1:3, es decir, 1 planta resistente y 3 plantas sensibles. En este caso, los resultados
sugieren fendmenos de silenciamiento génico post-transcripcional. En este sentido, si la linea tuviese
dos o mas copias del T-DNA, esta segregacion podria explicarse sobre la base del silenciamiento

génico en plantas con dos o mas copias del transgén.
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Cabe mencionar las lineas en las que solo se obtuvieron plantas sensibles a kanamicina, FIN-47.2 de
p73 y CLV3-16 de Moneymaker. Estas lineas podrian ser escapes del proceso de transformacién, es
decir, podrian no contener el alelo transgénico. De hecho, esta hipdtesis concuerda con los resultados
de la caracterizacién de frutos en plantas TG1, recogida en las Tablas R1a y R1b, en las que se puede

observar que las dos lineas mencionadas mostraron fenotipo WT para los caracteres de interés.

Sobre la base del andlisis de segregacién (Tabla R2) y los caracteres de fruto evaluados en las plantas
TG1 (Tablas R1a y R1b), se seleccionaron las lineas mas interesantes. En concreto, se seleccionaron
las lineas FIN-31y CLV3-38 de p73y FIN-18, CLV3-4 y CLV3-24, de Moneymaker. El objetivo era evaluar
una linea de FIN y otra de CLV3 de cada variedad, todas ellas de simple copia. Sin embargo, en el caso
concreto de la variedad Moneymaker con el gen CLV3 silenciado, se selecciond una linea adicional
(i.e. CLV3-24) que, si bien presentaba dos copias del transgén, el fenotipo TG1 mostraba un promedio

de nimero de ldculos por fruto notablemente mayor al de las plantas WT (Tabla R1a).

4.3. Caracterizacion fenotipica de las lineas de silenciamiento en condiciones de cultivo in

vitro

En condiciones de cultivo in vitro, se caracterizé tanto el fenotipo en estadio de plantula (procedentes
de la germinacién de semilla), como de planta axénica (i.e. planta con raiz adventicia). También se
evalud la respuesta morfogenética a partir de explantes de cotiledén. Ademas, para comparar los
resultados de las plantas con o sin T-DNA, se evalué la resistencia o sensibilidad a la kanamicina

empleando explantes de hipocétilo (Figura R1).

Apice
' \ Cotiledones
Medio «—
clonacién Hipocétilo -.....J....:

Medio con citoquininas

Medio con kanamicina

Figura R1. Caracterizacion in vitro. A partir de una plantula de 7-10 dias, se
extrajeron: i) 2 explantes de cotileddn para evaluar la respuesta morfogenética
en medio con citoquininas, ii) 1-2 explantes de hipocétilo para evaluar la
resistencia/sensibilidad a la kanamicina de esa planta, v iii) el apice para
evaluar el crecimiento de la planta axénica.
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4.3.1 Identificacion de plantas transgénicas

Como se comentaba anteriormente, la identificacion de plantas sensibles y resistentes a kanamicina
se realizd utilizando los explantes de hipocétilo. Los explantes resistentes exhibian color verde y una
pequefia formacion de callo y/o brotes en las zonas de corte, mientras que los explantes sensibles
exhibian color blanco o morado y no se apreciaba el desarrollo de callo (Figura R2). Los resultados de

este ensayo se utilizaron en experimentos posteriores para poder identificar las plantas transgénicas.

Figura R2. Identificacidn de plantas transgénicas a partir de explantes de
hipocétilo. a) Explantes de hipocdtilo procedentes de una planta
transgénica, resistente a kanamicina. b) Explantes de hipocétilo
obtenidos de una planta wild type, sensible a kanamicina.

Escala de barras: 0,5 cm.

4.3.2 Caracterizacion de la respuesta morfogenética

La caracterizacion de la respuesta morfogenética se llevd a cabo mediante el cultivo de explantes de
cotileddn sobre el medio que se emplea rutinariamente en el laboratorio para inducir organogénesis
(ver apartados 3.2.3 y 3.2.4 de Materiales y Métodos). Los resultados del experimento de
identificacion de plantas transgénicas con explantes de hipocdtilo permitian saber si los cotiledones

procedian de una planta resistente o sensible a la kanamicina.

En términos generales, los cotiledones de las plantas resistentes a la kanamicina (i.e. plantas
portadoras de las construcciones de silenciamiento de FIN y CLV3) exhibian mayor respuesta
morfogenética que los cotiledones de las plantas sensibles a la kanamicina (Figura R3). Respecto al
efecto de cada uno de los genes, las plantas transgénicas con el gen CLV3 silenciado exhibian mayor
respuesta morfogenética que las que tenian silenciado FIN. Respecto al efecto de los genes en cada

una de las variedades, se vio que la respuesta morfogenética en las plantas transgénicas de p73 fue
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mayor que la de las plantas transgénicas de Moneymaker (i.e. FIN-p73 vs FIN-MM o CLV3-p73 vs
CLV3-MM). Estos resultados parecen indicar que el silenciamiento de estos genes promueve un

incremento de la respuesta morfogenética en las dos variedades de tomate.

Figura R3. Respuesta morfogenética en explantes de cotileddn de plantas WT de Moneymaker
(a) y p73 (d), de plantas transgénicas Ri-CLV3 de Moneymaker (b) y p73 (e), y de plantas
transgénicas Ri-FIN de Moneymaker (c) y p73 (f).

Escala de barras: 0,5 cm.

4.3.3 Caracterizacion del fenotipo de las plantas axénicas: crecimiento de la parte aérea y desarrollo

radicular adventicio

Para evaluar el fenotipo de planta axénica, los dpices de las plantulas se cultivaron sobre un medio
basico (i.e. sin suplemento de hormonas). A los 30 dias de cultivo se caracterizo el desarrollo de la

parte aéreay el desarrollo radicular adventicio.

Por lo que respecta al desarrollo radicular adventicio, no se observaron diferencias claras entre las
plantas transgénicas y las plantas WT (Figura R4). En las cinco lineas evaluadas, las plantas
transgénicas mostraron una capacidad de enraizamiento semejante a la de las plantas WT. Sobre la
base de estos resultados, el silenciamiento de los genes FIN y CLV3 parece no tener efectos evidentes

sobre el desarrollo del sistema radicular adventicio.
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Figura R4. Desarrollo de raices adventicias en plantas WT y plantas
transgénicas.
Escala de barras: 1 cm.

Respecto al desarrollo de la parte aérea, no se observaron diferencias de crecimiento asociadas al
silenciamiento de cualquiera de los dos genes. Sin embargo, se pudo observar la aparicidon de
manchas cloréticas/necrdticas en las hojas de las plantas Ri-FIN, tanto de p73 como de Moneymaker
(Figura R5). Estas manchas también se observaron en las plantas emplazadas en invernadero,

fenotipo que se describira con mds detalle en el apartado 4.4.1.b.

Figura R5. Manchas necréticas/cloréticas en hojas de plantas de
Moneymaker (izq.) y p73 (dcha.) con el gen FIN silenciado.
Escala de barras: 0,5 cm.
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4.3.4 Caracterizacion del fenotipo de las pldantulas: crecimiento de la parte aérea y desarrollo

radicular embrionario

Para caracterizar el fenotipo de las plantulas se sembraron semillas de las cinco lineas y de dos lotes
WT (p73 y Moneymaker) sobre un medio de cultivo basico (i.e. sin suplemento de hormonas). Se
evalud tanto el desarrollo de la raiz embrionaria como el crecimiento de la parte aérea durante 4

semanas de cultivo.

En relacién con el desarrollo radicular embrionario, en las lineas transgénicas de Moneymaker no se
observaron diferencias en la longitud de la raiz principal. Sin embargo, se vio que la linea CLV3-4 de
Moneymaker desarrollaba mas raices secundarias que el resto de las lineas transgénicas y que el WT.
En efecto, transcurrida la primera semana desde el inicio del ensayo, el nUmero de raices secundarias
de esta linea fue significativamente mayor que el de las plantas WT de Moneymaker vy la linea CLV3-
24 de Moneymaker (Figura R6). Estas diferencias se mantuvieron a lo largo de la segunda semana de
cultivo. De hecho, a lo largo de la segunda semana de cultivo también se observaron diferencias

significativas respecto a la linea FIN-18 de Moneymaker (Figura R6).

OwWT EmCLV3-4 CLv3-24 E FIN-18
20
18
16
14
12
10

N2 raices secundarias

o N b O

a
b ab
| §'
1
Semanas transcurridas

Figura R6. NUmero de raices secundarias en plantulas de las lineas
transgénicas Ri-CLV3-4, Ri-CLV3-24, Ri-FIN-18 y en el WT de Moneymaker
tras la primera y segunda semana de cultivo.

Los valores se expresan como la media * error estandar. Para cada
parametro, letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05; test de
Fisher).
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Conviene indicar que en estas lineas TG2 no se pudo identificar las lineas transgénicas y las WT (por
ejemplo, % de la progenie Ri-CLV3-4 no contiene T-DNA, es decir, no tiene silenciado el gen CLV3).
Con todo, el propésito de este ensayo era identificar diferencias claras entre lineas, y en este sentido,
se vio que la mayor parte de las plantas de la progenie TG2 de la linea Ri-CLV3-4 desarrollaba mayor
numero de raices secundarias. Para confirmar este resultado, se realizard un nuevo experimento con
progenies TG3 que hayan fijado el T-DNA (i.e. lineas homocigdticas) para ver si, realmente, el
silenciamiento de CLV3 en esta linea promueve el desarrollo de un mayor nimero de raices

secundarias a lo largo de las primeras semanas de cultivo.

Respecto al desarrollo de la parte aérea, no se detectaron diferencias claras que pudieran estar
asociadas al silenciamiento del gen entre la linea Ri-CLV3-4 y el resto de las lineas (i.e. Ri-CLV3-24, Ri-
FIN-18 y linea WT de Moneymaker). No obstante, se vio que algunas de las plantas de la linea Ri-
CLV3-24 exhibian sintomas claros de marchitamiento y flacidez a lo largo de la segunda semana de
cultivo (Figura R7). Estas plantas no eran capaces de prosperar y terminaban muriendo como

consecuencia del colapso del dpice caulinar.

Figura R7. Fenotipo de una planta no mutante (a) y de una planta con una

mutacion tipo seedling lethal (b) tras dos semanas de cultivo.
Escala de barras: 1 cm.
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La hipdtesis es que estas plantas exhibian una mutacién tipo seedling lethal que podria estar

ocasionada por la insercidon en homocigosis de uno de los dos T-DNAs que porta la linea Ri-CLV3-24.

Puesto que las plantas mutantes se podian diferenciar claramente de las que no exhibian el fenotipo
mutante, se quiso evaluar el nimero de raices secundarias durante las dos primeras semanas de
cultivo. Como se puede ver en la figura R8, a lo largo de la primera semana de cultivo, el nimero de
raices secundarias era similar en las plantas WT, y en las plantas no mutantes y mutantes de la linea
Ri-CLV3-24. Sin embargo, a partir de la segunda semana de cultivo, es decir, cuando empezé a
manifestarse el fenotipo, se detectaron diferencias significativas en el nUmero de raices de las plantas
mutantes respecto a las no mutante de la misma linea y las WT (entre las que no existian diferencias
significativas) (Figura R8). Estos resultados indican, como es légico, que el nimero de raices laterales
disminuye significativamente a partir del momento en el que comienza a manifestarse el fenotipo
mutante, es decir, a partir de la segunda semana de cultivo. En relacion con este mutante, se
realizaran analisis mas exhaustivos en progenies TG3 de simple copia para tratar de confirmar si una

de las dos copias es realmente la responsable del fenotipo seedling lethal.

OWwT mCLV3-24 CLV3-24-SL
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Figura R8. NUumero de raices secundarias tras la primera y segunda semana de

(o]

Ne raices secundarias

Semanas transcurridas

cultivo en plantas WT y plantas de la linea Ri-CLV3-24 de Moneymaker (MM)
de fenotipo WT (CLV3-24) y mutante (CLV3-24-SL).

Los valores se expresan como la media * error estandar. Para cada parametro,
letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05; test de Fisher).
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Con respecto a las lineas transgénicas de p73, no se vieron diferencias claras respecto a la linea WT,
ni en caracteres relacionados con el desarrollo radicular (i.e. longitud de raiz principal o nimero de
raices secundarias), ni en caracteres asociados al desarrollo de |la parte aérea (i.e. altura de la planta

o numero de hojas).

4.4. Caracterizacion fenotipica de las lineas de sobreexpresion en invernadero

Para evaluar el fenotipo de las plantas en invernadero se cultivaron 12 plantas TG2 de cada una de
las lineas. Se evaluaron caracteres relacionados tanto con el desarrollo vegetativo como
reproductivo. Por lo que respecta al desarrollo vegetativo, se determiné la distancia y el numero de
fitdmeros desde la base hasta la primera inflorescencia y entre las primeras 6 inflorescencias.
Respecto al desarrollo reproductivo, teniendo en cuanta el efecto del silenciamiento de estos genes
sobre el tamano del meristemo floral, desde el momento en el que se desarrollaron las primeras
flores se evalud el numero de drganos por verticilo floral. Ademas, se evalué el nimero de flores y
frutos cuajados en las primeras 7 inflorescencias, el calibre medio de los frutos y la produccion de las

6 primeras inflorescencias.

4.4.1. Caracterizacion del desarrollo vegetativo

4.4.1.a. Distancia y numero de fitomeros desde la base hasta la primera inflorescencia y entre

inflorescencias

En p73 no se observaron grandes diferencias en relacién con la distancia y el nimero de fitdbmeros
desde la base hasta la primera inflorescencia y entre inflorescencias en la linea con el gen FIN
silenciado (Figura R9). Respecto a la linea con el gen CLV3 silenciado, se vio que la distancia desde la
base hasta la primera inflorescencia era significativamente menor en las plantas silenciadas, aunque
no se detectaron diferencias significativas en el nimero de fitdmeros (Figura R9). Es decir, hasta el
desarrollo de la primera inflorescencia, la distancia entre fitdmeros (i.e. distancia internodal) fue
ligeramente menor en las plantas Ri-CLV3. Algo similar ocurrid entre la 52 y 62 inflorescencia. También
se vio que el nimero de fitdmeros entre algunas inflorescencias (i.e. 12 y 223, o0 32 y 42) fue mayor en

las plantas con CLV3 silenciado.
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Figura R9. Distancia en centimetros (izq.) y nimero de fitémeros (dcha.) desde la base hasta la
ineas Ri-FIN-31 y Ri-CLV3-38.

primera inflorescencia y entre inflorescencias en p73 y en las
* Indica diferencias significativas (P < 0,05; test de Fisher).

En Moneymaker los resultados fueron similares. Por ejemplo, no se observaron diferencias en
relacidn con la distancia desde la base hasta la primera inflorescencia y entre inflorescencias en la
linea con el gen FIN silenciado; y en esta linea sdélo se vio que el nimero de fitdmeros entre algunas

inflorescencias (i.e. 32 y 42, 0 52 y 62) era significativamente mayor en las plantas Ri-FIN (Figura R10).

Respecto a las lineas con el gen CLV3 silenciado, la distancia desde la base hasta la primera
inflorescencia fue significativamente menor en las plantas silenciadas de la linea Ri-CLV3-24, aunque
no se detectaron diferencias significativas en el nimero de fitdmeros desde la base hasta la primera
inflorescencia (Figura R10). En esta linea se vio que el nimero de fitdmeros entre inflorescencias (i.e.
12y 22 22y 33 o 42 y 52) era significativamente mayor en las plantas silenciadas que en las plantas

WT; y la distancia entre la 42 y 52 inflorescencia era significativamente mayor.
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Figura R10. Distancia en centimetros (izq.) y nimero de fitdmeros (dcha.) desde la base hasta la
primera inflorescencia y entre inflorescencias en MM vy las lineas Ri-FIN-18, Ri-CLV3-24 y Ri-CLV3-4.
* Indica diferencias significativas (P < 0,05; test de Fisher).

En definitiva, los resultados parecen indicar que el silenciamiento de FIN o CLV3 en las dos variedades
de tomate no tiene efectos claros sobre la arquitectura vegetativa de las plantas. En cualquier caso,
parece que las plantas silenciadas (principalmente para CLV3) tenga una cierta tendencia a desarrollar
mas fitdmeros que las plantas WT a partir del desarrollo de la primera inflorescencia, lo que podria

estar relacionado con la interaccion entre los genes WUS-CLV3.

4.4.1.b. Efectos del silenciamiento de FIN sobre el desarrollo foliar

Se vio que las hojas desarrolladas de las plantas transgénicas que tenian silenciado el gen FIN, tanto
en p73 como en Moneymaker, exhibian sintomas prematuros de senescencia. En estas hojas, que
parecian estar afectadas por alguna enfermedad flungica, aparecian numerosas manchas necréticas

y se secaban rapidamente (Figura R11).
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Figura R11. Efectos del silenciamiento de FIN sobre el desarrollo foliar

en planta completa (a), rama con hojas desarrolladas (b), haz de la
hoja (c) y envés de la hoja (d).
Escala de barras: a) 10cm, b) 2 cm, cy d) 1 cm.

Se pudo comprobar que este fenotipo solo aparecia en las plantas con el gen FIN silenciado, ya que
las plantas WT cultivadas junto a ellas, o las que tenian silenciado el gen CLV3, no exhibian estos
sintomas. Conviene recordar que estos sintomas, aunque menos severos, también se habian
observado en las plantas axénicas in vitro. Estos resultados indican que el silenciamiento de FIN tiene
efectos pleiotrdpicos sobre el desarrollo de las hojas, que afectan, en ultima instancia, a la

productividad, tal y como se comenta en el apartado 4.4.2.

4.4.2. Caracterizacion del desarrollo reproductivo

4.4.2.a. Caracterizacion del numero de érganos en los verticilos florales

Para caracterizar el desarrollo de las flores en las lineas de silenciamiento de ambas variedades se

contabilizd el nimero de dérganos florales por verticilo en flores en estadio de antesis. Las flores del
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WT de p73 estan compuestas por 6 sépalos, 6 pétalos, 6 estambres y en torno a 3-5 carpelos.
Respecto al WT, no habia diferencias significativas en el nimero de sépalos de las dos lineas de
silenciamiento de p73 (i.e. FIN-31 y CLV3-38). En la linea con el gen FIN silenciado, solo habia
diferencias significativas en el nimero de pétalos respecto al WT, pero no en el nUmero de estambres
y carpelos (Figura R12). En la linea con el gen CLV3 silenciado, el nimero de pétalos, estambres y

carpelos fue significativamente mas elevado que en el WT (Figuras R12 y R13).

OP73 EFIN-31 ®CLV3-38
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Sépalos Pétalos Estambres Carpelos

Figura R12. Numero de odrganos florales en el WT y en las lineas
transgénicas Ri-FIN-31y Ri-CLV3-38.

Para cada parametro, letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05;
test de Fisher).

En el caso de Moneymaker, las flores del WT estdn compuestas por 5 sépalos, 5 pétalos, 5 estambres
y, mayoritariamente, 2 carpelos. Las lineas de silenciamiento de MM (FIN-18, CLV3-4 y CLV3-24)
tenian significativamente mas sépalos, pétalos y carpelos que el WT (Figura R13). Tan solo el nimero
de estambres de la linea con el gen FIN silenciado no diferia significativamente respecto al WT, al
contrario que en las lineas con el gen CLV3 silenciado en las que si que existian diferencias
significativas en el nimero de drganos de este verticilo (Figura R14). Ademas, al igual que ocurria en
las lineas de silenciamiento de p73, se pudo comprobar que el silenciamiento de CLV3 tenia mas
impacto en el incremento del nimero de érganos por verticilo que el silenciamiento de FIN (Figura
R14). También se pudo comprobar que el incremento en el nimero de érganos era mas notable en
la linea 24 que en la linea 4 (Figura R14), lo que podria deberse al hecho de que esta linea porta dos

copias de T-DNA y el nivel de silenciamiento del gen CLV3 podria ser mayor.
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Figura R13. Flor de una planta WT (a) y de una planta de la linea Ri-CLV3-24 con mayor
nuimero de 6rganos florales (b).
Escala de barras: 0.5 cm
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Figura R14. NUmero de drganos florales en el WT y en las lineas Ri-FIN-18, Ri-
CLV3-24 y Ri-CLV3-4.

Para cada parametro, letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05; test
de Fisher).
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4.4.2.b. Caracterizacion de diferentes caracteres relacionados con la produccion

La caracterizacién de diferentes caracteres relacionados con la produccion indicé que las lineas con
el gen FIN silenciado tanto de p73 como de Moneymaker producian menos porque desarrollaban
frutos de menos calibre, mientras que las lineas con el gen CLV3 silenciado de las dos variedades de

tomate producian mas debido a que sus frutos eran de mayor calibre (Tablas R3 y R4).

En lo que respecta a las lineas de silenciamiento de p73, en las plantas que tenian el gen FIN silenciado
no habia diferencias significativas respecto al WT en el nimero de flores y frutos por inflorescencia,
tasa de cuajado, peso del fruto o nimero de ldculos. A pesar de la ausencia de diferencias
significativas, el peso medio de los frutos de las lineas Ri-FIN era considerablemente menor, motivo

por el cual produjeron significativamente menos que el WT (Tabla R3).

Por el contrario, las plantas que con el gen CLV3 silenciado desarrollaron el mismo nimero de flores
que el WT, pero tanto el nimero de frutos por inflorescencia como la tasa de cuajado eran
significativamente menores (Tabla R3). Sin embargo, respecto a los del WT, los frutos de las plantas
silenciadas eran de un calibre significativamente mayor debido a que tenian mas l6culos (Figura R15).
Como consecuencia, las plantas Ri-CLV3 de p73 produjeron significativamente mds que las plantas

WT (Tabla R3).

Tabla R3. Caracterizacién fenotipica del desarrollo reproductivo en el WT y en las lineas Ri-FIN-31 y
Ri-CLV3-38 de p73.

Los valores se expresan como la media t error estandar. Para cada parametro, letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05; test de Fisher).

Tasa de cuajado (%)

(a)

(a)

Parametros WT Ri-FIN-31 Ri-CLV3-38
. . 8,03+0,82 7,63+0,26 7,25+ 0,38
Flores por inflorescencia
(a) (a) (a)
Frutos por inflorescencia >,07+0,31 285+ 0,34 4321031
(ab) (a) (b)
69,61 +£5,29 76,70 £ 3,19 58,91+ 2,26

(b)

Peso del fruto (g)

98,02 +3,34
(b)

83,99 +2,13
(b)

168,72 + 13,24
(a)

Léculos por fruto

4,11£0,22
(b)

4,29+0,25
(b)

9,71+ 0,44
(a)

Produccién por planta (g)

1519,82 + 127,67
(b)

1058,70 + 117,05
(c)

2154,22 £ 77,16
(a)
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De forma parecida a lo que ocurria en p73, las plantas Ri-FIN de Moneymaker producian
significativamente menos que las plantas WT (Tabla R4). La diferencia es que éstas desarrollaban
significativamente menos frutos de menor calibre por inflorescencia y exhibian menor tasa de
cuajado. Ademds, a diferencia de lo que ocurria en las plantas Ri-FIN de p73, en las que no habia
diferencias significativas en el nimero de léculos de los frutos, las Ri-FIN de Moneymaker

desarrollaban frutos con un nimero significativamente mayor de léculos respecto al WT (Tabla R4).

Tabla R4. Caracterizacién fenotipica del desarrollo reproductivo en el WT y en las lineas Ri-FIN-18, Ri-
CLV3-24 y Ri-CLV3-4.

Los valores se expresan como la media  error estandar. Para cada parametro, letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05; test de Fisher).

Parametros WT Ri-FIN Ri-CLV3-24 Ri-CLV3-4

Flores por inflorescencia 12,62 +0,73 9,38 +0,87 25,02 + 3,34 19,21 +£3,13
(b) (b) (a) (ab)

. . 10,80 + 3,05 5,41 +0,50 10,34 +£1,03 12,40+ 2,78

Frutos por inflorescencia
(a) (b) (a) (a)

Tasa de cuajado (%) 87,72 £ 0,55 54,33 + 4,36 45,03 £ 5,95 60,89 + 10,94

(o]

(@) (b) (b) (b)

Peso del fruto (g) 57,73 +£2,79 39,86 + 3,50 75,81+ 1,27 75,26 £ 2,06
(b) (c) (a) (a)

Léculos por fruto 2,15+0,03 3,22+0,19 6,78 £+ 0,55 4,45 +£0,20
(c) (b) (a) (b)

. 1197,15 + 167,19 522,13 £+ 82,32 1592,80 + 200,18 2034,20 £ 477,41
Produccién por planta (g) (b) () (ab) (@)

En nuestra opinién la menor produccién por planta de las lineas Ri-FIN, tanto de p73 como de
Moneymaker, se debe al efecto pleiotrépico que ocasiona el silenciamiento de este gen en las hojas
de las plantas transgénicas (ver apartado 4.4.1.b. Efectos del silenciamiento de FIN sobre el desarrollo
foliar). En este sentido, los dafios que sufren las hojas (principales érganos fuente) consecuencia del
silenciamiento de FIN limitan la producciéon y el flujo de fotoasimilados a los frutos (principales

sumideros de la planta).

Las plantas Moneymaker con el gen CLV3 silenciado tenian un comportamiento similar a las Ri-CLV3
de p73. En este sentido, la tasa de cuajado de las plantas Ri-CLV3 de Moneymaker era menor que la
del WT, sin embargo, la produccidn era bastante (i.e. Ri-CLV3-24) o significativamente (Ri-CLV3-4)
mayor. Al igual que en las plantas Ri-CLV3 de p73, la mayor produccion de las plantas Ri-CLV3 de
Moneymaker se debia a un calibre significativamente mayor de sus frutos, y éste a su vez era
consecuencia de un mayor numero de loculos (Tabla R4) (Figura R15). De las dos lineas Ri-CLV3, la
linea Ri-CLV3-24 merece un comentario especial por dos razones: i) el nimero medio de flores por

inflorescencia era significativamente mayor al del WT (mas del doble), y ii) el nimero medio de
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l6culos de cada fruto era mas de tres veces mayor que el del WT. Como se comentaba en el apartado
anterior (i.e. apartado 4.4.2.a. Caracterizacidon del numero de érganos en los verticilos florales), el
mayor numero de flores por inflorescencia o léculos por fruto podria deberse a un mayor

silenciamiento del gen CLV3 consecuencia de la integracidén de dos copias de T-DNA.

Figura R15. Corte de frutos WT de MM (arriba izq.) y de p73 (arriba
dcha.) y de lineas transgénicas Ri-CLV3 de MM (abajo izq.) y de p73
(abajo dcha.).

Escala de barras: 1 cm.

4.4.2.c. Identificacion de un mutante del desarrollo en la progenie TG2 Ri-CLV3-4 de Moneymaker

Durante la caracterizaciéon fenotipica en invernadero de la linea segregante Ri-CLV3-4 de
Moneymaker, se identificé un mutante de naturaleza recesiva afectado en caracteres del desarrollo
gue despertd interés. Se vio que las plantas de fenotipo mutante desarrollaban hojas de color verde

mas intenso y de menor tamafio que las de plantas WT (Figura R16).
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Figura R16. Hojas desarrolladas de una planta WT (izq.) y de
una planta mutante (dcha.) de la linea Ri-CLV3-4.
Escala de barras: 2 cm.

Respecto a la distancia desde la base a la primera inflorescencia y entre inflorescencias, no se
detectaron diferencias importantes entre el mutante y las plantas WT, o entre el mutante y las plantas
Ri-CLV3 no mutantes (Figura R17). En cuanto al nimero de fitémeros, los resultados parecen indicar
gue se trata de un mutante de floracién tardia, toda vez que, respecto al WT, el nimero de fitbmeros
desde la base a la primera inflorescencia fue significativamente mayor. Entre inflorescencias, sin

embargo, el nimero de fitdmeros del mutante es similar al de las plantas WT (Figura R17).
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-
) 2 ﬂl§
0 0
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6
oMM 42,10 27,20 23,55 25,85 21,90 28,10 oMM 7,20 3,50 2,90 3,00 3,00 2,80
WRI-CLV3-4 36,75 34,00 23,75 23,50 28,38 22,88 EWRI-CLV3-4 7,25 5,00 3,00 2,75 3,50 2,50
D Mut-CLV3-4| 49,50 28,00 28,38 20,13 27,63 36,00 Mut-CLV3-4| 10,25 4,50 3,75 3,00 3,25 4,00
Inflorescencias Inflorescencias

Figura R17. Distancia en centimetros (izq.) y numero de fitdmeros (dcha.) desde la base hasta la
primera inflorescencia y entre inflorescencias en Moneymaker (MM), en plantas Ri-CLV3-4 sin
mutacion (Ri-CLV3-4) y con mutacion (Mut-CLV3-4).

Para cada parametro, letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05; test de
Fisher).
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Cuando se vio el fenotipo en el invernadero, se revisaron las plantas que se habian cultivado in vitro
y se identificaron algunas que podrian ser las de fenotipo mutante. Estas plantas se caracterizaban
por tener un hipocdtilo de menor longitud que el de las plantas WT y hojas mas pequefias. Ademas,

la raiz de estas plantas era menos ramificada (Figura R18).

Figura R18. Diferencias en el fenotipo de plantas WT (izg.) y plantas mutantes
(dcha.) in vitro en plantula (a) y en hoja en detalle (b).
Escala de barras: a) 2 cm, b) 0.5 cm.

Con todo, las diferencias mas interesantes se detectaron en caracteres del desarrollo reproductivo.
En efecto, las plantas de fenotipo mutante desarrollaban inflorescencias muy ramificadas con mas de
40 flores (Tabla R5). En estas enormes inflorescencias cuajaba un elevado numero de frutos; sin
embargo, en la mayoria de los casos, se trataba de frutos de pequefio calibre que no contenian

semilla, lo que explica la escasa produccidn obtenida a partir de estas plantas (Tabla R5).
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Tabla R5. Caracterizacién fenotipica del desarrollo reproductivo en el WT y en plantas no mutantes
(Ri-CLV3-4) y mutantes (Mut-CLV3-4) de la linea Ri-CLV3-4.

Los valores se expresan como la media + error estdndar. Para cada parametro, letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05; test de Fisher).

Parametros WT Ri-CLV3-4 Mut-CLV3-4
Flores por inflorescencia 12,62+ 0,73 19,21 + 3,13 42,53 +9,60
(b) (b) (a)
Frutos por inflorescencia 10,80 + 3,05 12,40 £ 2,78 19,79 + 3,53
(b) (b) (a)
+ + +
Tasa de cuajado (%) 87,72(a_) 0,55 60,89(;)10,94 55,4?b_) 5,45
57,73 2,79 75,26 £ 2,06 18,65 + 2,23
Peso del fruto (g) (b) () (©
, 2,15+0,03 4,45+ 0,20 6,04 £1,16
Léculos por fruto (b) (a) (a)
. 1197,15 + 167,19 2034,20 £477,41 82,09
Produccién por planta (g) (b) () (©

Con el objetivo de dilucidar la ausencia de semillas en los frutos, se analizé la viabilidad del polen
mediante tincidn con tetrazolio, pero no se vieron diferencias entre el polen de las plantas mutantes

y el de las plantas WT.

Una de las causas del elevado numero de frutos sin semilla en las plantas mutantes podria ser la
longistilia que exhiben sus flores. Como se puede ver en la figura R19, el estilo de las flores mutantes
sobresalia del cono estaminal, lo que muy probable esté mermando el proceso de autofecundacion.
Para obtener mas informacidn, en el laboratorio se realizardn cruces reciprocos entre plantas WTy

mutante, asi como autofecundaciones manuales, a lo largo de la préxima cosecha.

Figura R19. Flores en estadio de antesis de una planta WT (izq.) y de una
planta mutante (dcha.) de la linea Ri-CLV3-4.
Escala de barras: 0.5 cm.
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Los resultados del fenotipado anticipan la posibilidad de que se trate de un mutante de tipo
insercional ocasionado por la integraciéon del T-DNA en homocigosis. En efecto, la evaluacién
fenotipica de estas plantas indica que todas las plantas de fenotipo mutante exhiben uno de los
caracteres mas relevantes promovidos por el silenciamiento del gen CLV3. Por ejemplo, el nUmero de

I6culos de los frutos de estas plantas es significativamente mayor al de los frutos WT (Tabla R5).

Se mantiene, en cualquier caso, la duda de si la enorme ramificacion de las inflorescencias es un
efecto promovido por el silenciamiento del gen CLV3 o una suma de efectos promovidos por la
mutacién y el silenciamiento de CLV3. En este sentido, si el mutante realmente es insercional, la Unica
forma de clarificar esta duda serd mediante la obtencién de plantas transgénicas que anulen (i.e.
mediante la tecnologia CRISPR-Cas) o silencien (mediante la tecnologia de interferencia por RNA) la
actividad del gen etiquetado; ya que la mutacién siempre ird asociada al T-DNA que promueve el

silenciamiento de CLV3.

Para obtener mas informacién acerca de la mutacion, las plantas de fenotipo mutante se introdujeron
in vitro y se evaluaron para la resistencia a la kanamicina. Se vio que todas las plantas de fenotipo
mutante eran resistentes a la kanamicina. Estos resultados apuntan hacia la posibilidad de que el
mutante sea insercional, aunque son muy preliminares y conviene ser cautos ya que el nimero de
plantas mutantes evaluadas ha sido escaso. Por ello, en la siguiente cosecha se cultivara un mayor
numero de plantas de la linea segregante, para identificar nuevas plantas mutantes y evaluar su
caracter transgénico. Ademds, se analizard la segregacién de las progenies derivadas de las plantas
TG2 con fenotipo CLV3 (i.e. silenciamiento de CLV3). Si el mutante es de tipo insercional y esta
ocasionado por la integracion en homocigosis del T-DNA, las plantas TG2 con fenotipo CLV3 deben
ser hemicigdticas para el T-DNAy, por tanto, sus progenies deberian segregar para la kanamicinay la
mutacion (i.e. es decir, deberian comportarse a nivel genético como una TG2). Serd, por consiguiente,

otro dato que confirme la hipdtesis (i.e. se trata de una mutacién insercional).
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Uno de los factores determinantes del tamafio final del fruto de tomate es la tasa de divisidn celular
en el meristemo floral, en el ovario y al inicio del desarrollo del fruto, caracter que esta regulado por
FRUIT WEIGHT 2.2 (FW2.2), un gen que codifica un regulador negativo del ciclo celular (Liu et al.,
2003) y FRUIT WEIGHT 3.2 (FW3.2), que codifica un citocromo P450 y es ortélogo del gen KLUH de
Arabidopsis (Chakrabarti et al., 2013). Sin embargo, es el nUmero de carpelos en la flor y, por ende,
el numero final de léculos, el responsable de aumentos de tamafio de hasta el 50% (Tanksley, 2004).
A su vez, el nUmero de érganos florales viene determinado por el tamafio del meristemo floral, cuya
regulacion implica un mecanismo de retroalimentacién negativo entre el factor de transcripcién
WUSCHEL (WUS), necesario para mantener la actividad indiferenciada de las células meristematicas,
y los genes CLAVATA (CLV1, CLV2 y CLV3), promotores de la diferenciacidn celular. WUS se expresa
en el centro organizador de la zona central del SAM, donde regula la transcripcién de numerosos
genes implicados en procesos relacionados con actividad meristematica y division celular. Por otro
lado, WUS induce la expresion del péptido seial CLV3, el cual es reconocido por los receptores de
membrana CLV1 y CLV2, activando una cascada de sefializacién que inhibe la propia expresion de
WUS. Es decir, el tamafio del meristemo se mantiene constante gracias a la accion combinada de
WUS y CLV3. De este modo, la ruta CLV/WUS establece un equilibrio dindmico entre células que se
mantienen indiferenciadas y otras que adquieren identidad de primordio de los distintos érganos de
la planta, constituyendo una via de regulacidon meristematica que se encuentra muy conservada en
plantas. Asi, tanto en Arabidopsis como en tomate, mutaciones en los genes CLV aumentan el tamafio
del meristemo floral mediante la expansidn los dominios de expresién de WUS, dando lugar a flores

con un mayor numero de érganos (Xu et al., 2015).

La importancia de la arabinosilacidn para la actividad de CLV3 en Arabidopsis no estd muy clara
(MacAlister et al., 2016); sin embargo, se ha demostrado que es esencial en tomate. De hecho, la
mutacion del gen FASCIATED INFLORESCENCE (FIN) que codifica una hidroxiprolina O-
arabinosiltransferasa (HPAT) origina un aumento del tamafio del meristemo vy, por ende, el desarrollo
de un mayor nimero de érganos florales y frutos multiloculados (Xu et al., 2015). El fenotipo fin
puede ser restaurado mediante la adicion exdgena del péptido SICLV3 arabinosilado, lo que confirma
que la arabinosilacién de SICLV3 es imprescindible para el mantenimiento del tamafio del SAM en

tomate.

En tomate, estudios recientes demuestran que dos mutaciones en la ruta meristematica CLV/WUS, a

saber, locule number (Ic) y fasciated (fas), son las principales responsables del aumento del tamafio
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del fruto que tuvo lugar durante el proceso de domesticacidn y mejora de esta especie. La mutacién
Ic afecta a una regién reguladora del gen ortdlogo a WUS, mientras que fas se localiza en el promotor
del ortélogo a CLV3. Ambas mutaciones actian de forma sinérgica aumentando el tamafio del
meristemo floral, lo que da lugar a un incremento en el nimero de carpelos de la flor y con ellos, al

desarrollo de frutos pluriloculares de gran tamano.

En este trabajo de investigacidon se ha evaluado el impacto del silenciamiento de los genes CLV3'y FIN
en dos variedades diferentes de tomate, a saber, Moneymaker, que no porta la mutacién /cy produce
frutos biloculares, y p73, que porta la mutacién Ic y produce frutos multiloculares. En nuestro
laboratorio ya se habian obtenido las plantas transgénicas (i.e. TG1) con los genes CLV3 y FIN, se
habian evaluado los frutos de estas plantas en invernadero y se habian obtenido sus progenies TG2.
Para abordar los objetivos de este trabajo, se identificd, mediante andlisis de segregacidon en medio
suplementado con kanamicina, las progenies transgénicas de simple copia, y se seleccionaron las mas
interesantes sobre la base de los resultados del analisis de segregacion (i.e. lineas de simple copia) y
de la caracterizacién fenotipica que se habia realizado en el invernadero (i.e. plantas que produjeran
frutos con elevado niumero de Iéculos). Asi, se seleccionaron dos lineas de silenciamiento de p73, una
con el gen FIN y otra con el gen CLV3, y otras dos de Moneymaker, una con el gen FIN y otra con el
gen CLV3; todas ellas de simple copia (i.e. segregaban en medio con kanamicina para 1 inserto
funcional). Pero, ademas, por el fenotipo de sus frutos en invernadero (i.e. frutos con elevado nimero
de léculos), se selecciond una linea de silenciamiento de CLV3 en Moneymaker que portaba dos

copias de T-DNA.

Como se comentaba en un parrafo anterior, mutaciones en los genes CLV (i.e. CLV3) promueven la
expansion los dominios de expresion de WUS. Por otro lado, segln Azzi et al., (2015), SIWUS (el gen
WUS de tomate) esta implicado en la regulacién del desarrollo del fruto mediante el control de la
division celular. Ademas, se sabe que WUS interacciona con citoquininas para el establecimiento y
mantenimiento la actividad meristemdtica (Jasinski et al., 2005). Teniendo en cuenta estas
consideraciones, nosotros pensamos que el silenciamiento de los genes CLV3 y FIN podria
incrementar el potencial morfogenético de las plantas transgénicas. Los resultados confirmaron la
hipédtesis, y en este sentido, nuestras lineas (especialmente las que tienen silenciado el gen CLV3)

exhibieron mayor potencial morfogenético que los respectivos controles (i.e. p73 y Moneymaker).

El principal objetivo de este trabajo de investigacidn, como se comentaba anteriormente, ha sido
evaluar el impacto de los genes CLV3 y FIN en dos variedades diferentes de tomate, principalmente
sobre caracteres relacionados con la produccidn. Xu et al., (2015) demostraron que mutaciones en
los genes CLV3 y FIN de tomate promueven el desarrollo de un mayor nimero de érganos florales y

frutos multiloculados. En este trabajo se queria saber si el incremento en el nimero de léculos de los
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frutos y, por tanto, del tamafio de los frutos, conduciria a un aumento de la produccién por planta.
Se ha podido comprobar que las lineas de silenciamiento del gen FIN producen significativamente
menos que las plantas WT independientemente del fondo genético en el que se produce el
silenciamiento (i.e. p73 o Moneymaker). En las dos variedades de tomate, el peso de los frutos
producidos por las plantas Ri-FIN fue significativamente menor que el de los frutos WT. En nuestra
opinidn, el menor peso de los frutos y, por ende, la menor produccién, se debe a los efectos
pleiotrépicos que ocasiona el silenciamiento de FIN en las hojas de las plantas transgénicas. En este
sentido, las hojas desarrolladas de las plantas transgénicas con el gen FIN silenciado suelen exhibir
sintomas prematuros de senescencia y terminan secandose a los pocos dias. La ausencia de actividad
fotosintética en estas hojas (principales érganos fuente) debe limitar la produccién y el flujo de
fotoasimilados a los frutos (principales sumideros de la planta); lo que conduce a la formacién de
frutos de menor calibre en estas plantas. Como se ha descrito en un pdrrafo anterior, el gen FIN
codifica una hidroxiprolina O-arabinosiltransferasa (HPAT). En Arabodiposis se ha descrito que
mutaciones de pérdida de funcién en genes que codifican para HPAT (especialmente en el doble
mutante hpatl-1 hpat2-1, ya que el mutante simple no genera un fenotipo obvio) dan lugar a
fenotipos pleiotrépicos que incluyen la elongacidn del hipocétilo, defectos en la formacion de la
pared celular, floracién precoz, senescencia prematura asociada a un menor contenido en clorofilay
crecimiento deficiente del tubo polinico. Segln los autores, la ausencia de funcidn de HPAT afecta a
la formacién de la pared celular, por lo que no se puede descartar que las hojas de nuestras plantas

de tomate Ri-FIN tengan afectada la pared de sus células.

Sin embargo, se ha visto que las plantas silenciadas para el gen CLV3, tanto de p73 como de
Moneymaker, producen mas que las plantas WT. Este incremento de produccién se debe a un
incremento del tamafio de los frutos como consecuencia del desarrollo de frutos con mayor nimero
de léculos. Respecto al WT, en los frutos de la linea Ri-CLV3 de p73 se produce un incremento en el
nuimero de léculos del 136%, mientras que en Moneymaker se producen incrementos del 106% y
215% en los frutos de las lineas Ri-CLV3-4 y Ri-CLV3-24, respectivamente. Por otro lado, el tamafio
medio de los frutos de la linea Ri-CLV3 de p73 aumenta un 72% respecto al WT, y en los de
Moneymaker se producen incrementos del 30% y 31% en las lineas Ri-CLV3-4 y Ri-CLV3-24,
respectivamente. Ademas, la produccién de la linea Ri-CLV3 de p73 es un 41% mayor que la del WT,
mientras que la de las lineas Ri-CLV3-4 y Ri-CLV3-24 de Moneymaker son respectivamente un 69% y
33% mayores que las del WT. Sobre la base de estos resultados es dificil saber exactamente si el
silenciamiento de CLV3 ha tenido mas impacto sobre un fondo genético p73 o Moneymaker, ya que
los resultados son muy dependientes de la linea en cuestidn. En este sentido, y por lo que respecta

al nimero de l6culos, los mejores resultados se obtienen en la linea Ri-CLV3-24 de Moneymaker, ya
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gue, para este caracter, en esta linea se consiguieron los incrementos mas elevados. En relacidn con
la produccion, los mayores incrementos se consiguieron en la linea Ri-CLV3-4 de Moneymaker. Sin
embargo, con respecto al peso medio del fruto, los mejores resultados se obtuvieron en la linea Ri-
CLV3 de p73. En este sentido, para llegar a una conclusién coherente, se tendria que disponer de mas
resultados sobre otras lineas y conocer los niveles de silenciamiento de este gen en cada una de las
lineas. Esto daria una vision mas clara sobre el impacto del silenciamiento de este gen en variedades
bi- o multiloculares. Sobre la base de nuestros resultados, el silenciamiento de CLV3 tiene un impacto

positivo sobre el tamafio de los frutos y la producciéon tanto de plantas de p73 como de Moneymaker.

Por otra parte, los resultados de la caracterizacion fenotipica indican que el silenciamiento de CLV3
reduce significativamente la tasa de cuajado de fruto. En principio, esta menor tasa de cuajado podria
deberse al cuajado de un menor nimero de frutos consecuencia de su mayor calibre. Sin embargo,
el analisis de los datos indica que esto no es asi ya que en todas las lineas de silenciamiento cuajan
aproximadamente los mismos frutos que en las plantas WT, o incluso mds (i.e. en las plantas de la
linea R-CLV3-4 cuajaron, de media, dos frutos mas que en las plantas WT). La razén por la cual
disminuye significativamente la tasa de cuajado radica en el elevado niumero de flores de las lineas
de silenciamiento. Segln Xu et al., (2015), la ausencia de funcién en el gen CLV3 de tomate promueve
la formacidn de inflorescencias mds ramificadas, debido a un mayor tamafio de los meristemos de
inflorescencia. Por tanto, una mayor ramificacién de la inflorescencia se traduce en un mayor nimero
de flores por inflorescencia. Se ha comprobado que las lineas de silenciamiento de CLV3 en el fondo
genético Moneymaker desarrollan inflorescencias mds ramificadas y con mayor nimero de flores. Sin
embargo, esto no ocurrid en la linea Ri-CLV3 de p73, en la que el nimero de flores por inflorescencia
fue similar al de las plantas WT. Por el momento, se desconoce por qué en esta linea de p73 no se ha
observado la ramificacién de la inflorescencia. En el laboratorio se van a evaluar mas lineas de
silenciamiento de p73 para saber si la ausencia de ramificacion de la inflorescencia es dependiente

de este fondo genético que contiene la mutacion /c.

En definitiva, los resultados de este trabajo de investigacion han permitido comprobar que el
silenciamiento de FIN conduce a la produccion de frutos de tomate de menor tamano y, por ende, a
una menor produccion por planta consecuencia de los efectos pleiotrépicos que ocasiona la mutacién
sobre las hojas fotosintéticamente activas. Por el contrario, se ha comprobado que el silenciamiento
de CLV3incrementa la produccién de tomate por planta como consecuencia del cuajado de frutos de
mayor calibre y con un mayor nimero de ldculos. Estos resultados se han observado de forma
consistente en una variedad de tomate que produce frutos biloculares (Moneymaker), y en otra que

produce frutos multiloculares (i.e. p73).
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Los resultados de este trabajo de investigacion han permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. La caracterizacién fenotipica de las lineas de silenciamiento en condiciones de cultivo in vitro
ha indicado que: i) el silenciamiento de los genes FIN y CLV3 promueve un incremento de la
respuesta morfogenética en los dos cultivares de tomate (i.e. p73 y Moneymaker), siendo
CLV3 el gen que tiene mayor impacto sobre el incremento de esta respuesta, ii) la
arquitectura vegetativa y radicular de las plantas axénicas no parece aparentemente verse
afectada como consecuencia del silenciamiento de estos genes, vy iii) las plantulas de una de
las lineas con el gen CLV3 silenciado desarrollan durante las primeras semanas de crecimiento
un nimero significativamente mayor de raices laterales, lo que podria estar relacionado con

una mayor actividad meristematica consecuencia del silenciamiento de este gen.

2. Los experimentos realizados tanto en condiciones de cultivo in vitro como en invernadero
han hecho factible la identificacion de dos mutaciones, una de ellas conduce a letalidad en
estadio de plantula, y la otra afecta a caracteres del desarrollo reproductivo. En relacién con
esta ultima, las plantas mutantes exhiben floracidn tardia, ramificacion de las inflorescencias
y alteraciones relacionadas con el cuajado y desarrollo de los frutos. Los resultados de la

caracterizacién fenotipica sugieren que esta mutacién podria ser de tipo insercional.

3. La caracterizacion fenotipica de las lineas de silenciamiento en invernadero ha revelado que:
i) el silenciamiento de CLV3 o FIN en las dos variedades de tomate no tiene efectos claros
sobre la arquitectura vegetativa de las plantas, ii) en Moneymaker, la menor actividad
transcripcional de estos genes conduce al desarrollo de flores con mayor nimero de
verticilos; sin embargo, en p73, sélo el silenciamiento de CLV3 conduce a un incremento del
numero de verticilos florales, iii) el silenciamiento de FIN tiene efectos pleiotrépicos sobre el
desarrollo de las hojas, que afectan, consecuencia del efecto fuente-sumidero, a la
produccién de las plantas transgénicas, y iv) el aumento de tamafio de los frutos que se
desarrollan en plantas con el gen CLV3 silenciado, consecuencia de un incremento en el

numero de lIéculos, conduce a una produccidén significativamente mayor.
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