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Titulo: Identificacion de genes de tomate (Solanum lycopersicum L.) relacionados con el

desarrollo de la parte aérea mediante mutagénesis insercional.

Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas producidas y
consumidas a nivel mundial y desde su domesticacion en América del Sur y Central ha
sido empleado por multitud de culturas. Pero su uso no solo se limita a la alimentacion,
ya que el tomate es una especie muy usada en la investigacion por sus caracteristicas,
como su facilidad de cultivo y la produccion de un fruto carnoso. El cultivo in vitro es
una herramienta clave en la investigacion vegetal, ya que permite la obtencion de plantas
mutantes y el estudio de diferentes procesos, como la morfogénesis. Para favorecer su
obtencion se puede hacer uso de técnicas de mutagénesis, como la mutagénesis
insercional, con trampas génicas. Por ello, el objetivo de este trabajo es la evaluacion de
plantas de tomate mutantes obtenidas mediante mutagénesis insercional y alteradas en el
desarrollo de la parte aérea. Se presentan los resultados de seis lineas diferentes de
mutantes de tomate. Todas estas lineas, previamente identificadas en nuestro grupo,
presentan un fenotipo de menor desarrollo de la parte aérea, con una menor elongacion
del tallo que los controles wild type. En ellas se ha estudiado su desarrollo en condiciones
in vitro e in vivo, ademéas de su capacidad de regeneracion adventicia. También se
determind el modo de herencia de la mutacion, el nimero de insertos presentes y el
posible fendmeno de cosegregacion entre el inserto y la mutacion. La finalidad Gltima de

estas lineas es la identificacion del gen afectado por la mutacion.
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Title: Identification of tomato (Solanum lycopersicum L.) genes related to aerial part

development by insertional mutagenesis.

Summary

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most produced and consumed vegetables
worldwide and since its domestication in South and Central America, it has been used by
plenty of cultures. However, its use is not only limited to food, as tomato is a species
widely used in research due to its characteristics, such as its ease of cultivation and the
production of a fleshy fruit. In vitro culture is a key tool in plant research, since it allows
obtaining mutant plants and studying different procesess, such as morphogenesis. In order
to obtain mutant plants, mutagenesis techniques can be used, for example insertional
mutagenesis via enhancer traps. Therefore, the main objective of this work is the
evaluation of tomato mutant plants obtained by insertional mutagenesis and altered in the
development of the aerial part. The results of six different tomato mutant lines are
presented. All this lines, previously identified in our group, show a phenotype of less
aerial part development, with less stem elongation, than the wild type controls. Their
development under in vitro and in vivo conditions has been studied, as well as their
capacity for adventitious regeneration. The way of inheritance of the mutation, the
number of inserts present and the possible cosegregation phenomenon between the insert
and the mutation were also determined. The ultimate purpose of these lines is to identify
the gene affected by the mutation.

Keywords: Tomato; insertional mutagenesis; in vitro culture; aerial part development.
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Figura 21. Proceso de enraizamiento adventicio de explantes de hipocotilo (izquierda) y
cotiledon (derecha) de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2114 ETMM tras 28 dias de desarrollo en medio 140. Escala indicada en la esquina
inferior derecha de Cada IMAQEN. .......cc.eiiiiieie e 27
Figura 22. Proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledén wild type (WT)
y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2114 ETMM. A) Tras 32 dias en medio IKZ. B)
Tras 32 dias en medio IK. C) Tras 28 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina
inferior derecha de cada IMAQEN. .......ccuviieiieie e 28
Figura 23. Desarrollo de plantas wild type (MB3) y mutantes (M) pertenecientes a la
TG3 de la linea 2114 ETMM en condiciones in vivo. A) 14 dias tras germinacion. B) 43
dias tras germinacion. C) 65 dias tras germinacion. D) 98 dias tras germinacién. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ..........ccccecvevveieerecieseece e, 29
Figura 24. Longitud media de los entrenudos (cm) en plantas wild type (WT) y mutantes
(M) de la linea 2114 ETMM. Se representa la media + desviacion estandar (n = 3). Los 3
* indican diferencias altamente significativas (p < 0,001) segln una pruebaft. ............. 29
Figura 25. Desarrollo de las plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la
TG4 de la linea 2114 ETMM en condiciones in vivo. A) 23 dias tras la germinacion. B)
37dias tras la germinacion. C) 64 dias tras la germinacion. Escala indicada en la esquina
inferior derecha de cada IMAgEN. ..........ooiiiiiiiii e 30
Figura 26. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2114 ETMM aclimatadas tras 82 dias (A) y 132 dias (B) de cultivo en condiciones in
vivo. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. .........c.ccccoeevvnnene 31
Figura 27. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo)
procedentes de plantas wild type (WT) y mutantes (M) de la linea 2114 ETMM. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ..........cccccecvevveieeci e seece e, 31
Figura 28. Detalle de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
1415 ETMM. A) Plantas tras 28 dias de crecimiento en medio MB3. B) Plantas tras 60
dias de crecimiento en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
[T o =] o TSR 33
Figura 29. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledon
wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415 ETMM. A) Tras 29 dias
de cultivo en medio IKZ. B) Tras 41 dias de cultivo en medio IK. C) Tras 36 dias de

cultivo en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.
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Figura 30. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
1415 ETMM en el invernadero. A) 20 dias tras la germinacion. B) 52 dias tras la
germinacién. C) 91 dias tras la germinacion. D) 127 dias tras la germinacion. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ..........ccccoevevievieeresieseese e 35
Figura 31. Desarrollo in vivo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes
a la linea 1415 ETMM tras ser aclimatadas. A) 38 dias. B) 52 dias. C) 79 dias. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. .........ccoovvveieieieienc i 35
Figura 32. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo)
provenientes de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415
ETMM. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ...................... 36
Figura 33. Desarrollo en condiciones in vitro de plantas wild type (WT) y mutantes (M).
A) 15 dias tras el subcultivo. B) 30 dias tras el subcultivo. C) 54 dias tras el subcultivo.
D) 162 dias tras el subcultivo. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
T To <] T TSRS UST U SO UPPPTPTPPRPRPRPON 39
Figura 34. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledén
de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM. A) Tras
30 dias en medio IKZ. B) Tras 22 dias en medio IK. C) Tras 36 dias en medio MB3.
Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ........ccccccoeeevencnenienne. 40
Figura 35. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2059 ETMM en condiciones de invernadero. A) 15 dias tras la germinacién. B) 37 dias
tras la germinacion. C) 59 dias tras la germinacion. D) 91 dias tras la germinacion. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. .........ccocvovvieieieienc i 41
Figura 36. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2059 ETMM en el invernadero. A) 31 dias tras la aclimatacién. B) 59 dias tras la
aclimatacién. C) 68 dias tras la aclimatacion. D) Detalle de la distancia entrenudos. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. .........ccocvovvieieieienc i 42
Figura 37. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo) de
plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ..........cccccovieie e, 42
Figura 38. Desarrollo in vitro de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes
a lalinea 2099 ETMM. A) 17 dias tras el subcultivo. B) 27 dias tras el subcultivo. C) 58
dias tras el subcultivo. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. 44
Figura 39. Proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledon de plantas wild
type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2099 ETMM. A) Tras 32 dias en
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medio IKZ. B) Tras 32 dias en medio IK. C) Tras 28 dias en medio MB3. Escala indicada
en la esquina inferior derecha de cada IMAagen. .........cccooerirerininisieeee e 45
Figura 40. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2099 ETMM en condiciones de invernadero. A) 49 dias tras la germinacion. B) 64 dias
tras la germinacion. C) 127 dias tras la germinacion. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada IMAGEN. .........ooiiiiieiee e 45
Figura 41. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
2099 ETMM aclimatadas a condiciones in vivo. A) 41 dias tras la aclimatacion. B) 52

dias tras la aclimatacion. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Figura 42. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo)
pertenecientes a plantas wild type (WT) y mutantes (M) de la linea 2099 ETMM. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen. ..........ccccoecvvieiieenesieseece e, 46
Figura 43. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
125 ETMM en condiciones in vitro. A) 27 dias tras el subcultivo en medio MB3. B) 44
dias tras el subcultivo en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de
(0= 1o [ 1T o =1 o OSSR 48
Figura 44. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia a partir de explantes de
cotiledon de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 125 ETMM.
A) Tras 28 dias en medio IKZ. B) Tras 22 dias en medio IK. C) Tras 28 dias en medio
MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen..............c..c......... 49
Figura 45. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea
125 ETMM aclimatadas a condiciones in vivo. A) Tras 58 dias en invernadero. B) Tras
77 dias en invernadero. C) Tras 96 dias en invernadero. Escala indicada en la esquina

inferior derecha de cada IMAQEN. .......cc.ooiiiieiiic e e 49
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1. Introduccidén

1.1. Tomate: origen y domesticacion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie vegetal perteneciente a la familia
Solanaceae, dentro de la que se encuentran otras plantas de interés economico como las
patatas (Solanum tuberosum), los pimientos (Capsicum annuum), las berenjenas
(Solanum melongena) o el tabaco (Nicotiana tabacum) (Bai et al., 2007).

La planta de tomate es una herbacea perenne autégama que puede llegar a superar el
metro y medio de altura durante su crecimiento y que presenta gran cantidad de tricomas
tanto en el tallo como en las hojas. Estas Ultimas estan formadas por 7 a 9 foliolos verdes,
lobulados y con borde dentado. Las flores tienen 5 0 mas sépalos, 5 0 mas pétalos de color
amarillo, 5 0 6 estambres y un ovario con 2 0 mas segmentos. El fruto del tomate es la
parte de la planta que se consume. Se trata de una baya cuyo peso puede llegar a alcanzar
los 600 g, constituida por pericarpio, tejido placentario y semillas. Cuando esta inmaduro,

el tomate es de color verde, volviéndose rojo al madurar (Figura 1) (Lépez Marin, 2017).

Figura 1. A) Planta de tomate. B) Detalle de una hoja de tomate. C) Detalle de una flor de tomate. D)
Diferentes frutos de tomate en varias etapas de maduracién.

El origen del tomate se sitla en la region andina de Ameérica del Sur, que va desde el
centro de Ecuador, pasando por Per0 hasta el norte de Chile y en las Islas Galapagos. Las
especies salvajes se desarrollaron en una amplia variedad de condiciones ambientales, por
lo que muchas de ellas se adaptaron a un clima concreto. A este hecho hay que sumarle

que normalmente se situaban en valles aislados, lo que ha provocado la existencia de una
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gran diversidad de especies silvestres (Bergougnoux, 2014), como: S. cheesmanieae, S.
galapense, S. pimpinellifolium, S. chilense, S. chmielewskii, S. habrochaites, S. pennellii,
S. neorickii, S. peruvianum, S. arcanum, S. huaylasense y S. corneliomulleri (Peralta et
al., 2005, 2008).

Existian dos hipotesis sobre el inicio de la domesticacion del tomate antes de su llegada
a Europa en funcion del lugar en el que se dio, la peruana y la mexicana (Bergougnoux,
2014). Su cultivo se expandio desde la region de Ameérica Central a Europa y América
del Norte, debido a que los tomates de estas zonas comparten isoenzimas y marcadores
moleculares (Bauchet et al., 2012; Peralta & Spooner, 2007). Ademas, gracias a un
analisis de polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs), se cree que ocurrioé un primer paso
de predomesticacion en la regidn andina (hipétesis peruana), seguido de la domesticacién
en Mesoamérica (hipotesis mexicana), para posteriormente ser introducido en Europa por
parte de los espafioles, desde donde finalmente se dispersoé al resto del mundo (Blanca et
al., 2012). En estudios recientes se ha comprobado que S. pimpinellifolium dio lugar a S.
lycopersicum var. cerasiforme antes de la llegada de los humanos a Ameérica, al pasar de
condiciones desérticas a los climas mas himedos de la region andina. Posteriormente, los
primeros agricultores de la region habrian comenzado la domesticacion propiamente
dicha, centrandose sobre todo en la morfologia del fruto. Estas plantas se habrian
trasladado a Mesoamérica, donde se habria dado una segunda fase de mejora, causando

la aparicion de S. lycopersicum var. lycopersicum (Figura 2) (Blanca et al., 2022).

SLCEPER
Figura 2. Mapa que recoge la ruta del proceso de domesticacion del tomate a través de América (Adaptado
de Razifard et al., 2020).
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Tras la conquista de la ciudad azteca de Tenochtitlan en 1521, Hernan Cortés llevo una
variedad de tomate amarillo a Espafia, desde donde se distribuy6 a Napoles, que por aquel
entonces aln seguia bajo dominio espafiol. En un primer momento, en Europa se dio un
uso ornamental y no alimentario a las plantas de tomate, al descubrirse que estaban
emparentadas con especies toxicas ya conocidas del género Solanum, como la
mandrégora o la belladona. En el siglo X V|11, el tomate se exportd desde Inglaterra hacia
Oriente Medio, Asia y América del Norte, favoreciendo asi su expansion por el resto del
mundo. Ya en el siglo XIX, en Estados Unidos, Alexander W. Livingston desarrolld
variedades modernas de tomate, con caracteristicas interesantes para el consumo humano,
dando inicio al proceso de mejora de este cultivo. Finalmente, en el siglo XX, las
empresas productoras de semillas aplicaron la metodologia de los hibridos F1 para
desarrollar variedades modernas de tomate que presenten caracteres de interés de ambos
parentales, pero que, debido a la segregacion de la descendencia, no pudieran ser

mantenidas por los agricultores (Bergougnoux, 2014).

1.2. Importancia econdmica e investigacion

El tomate se cultiva comercialmente para ser consumido tanto fresco como en forma de
pasta, sopa, zumo, salsa o polvo (Bergougnoux, 2014). En el afio 2021 se produjeron
aproximadamente 189 millones de toneladas de tomate en todo el mundo, siendo los
principales productores China, India, Turquia, Estados Unidos e Italia, con Espafia
ocupando el séptimo lugar (Figura 3) (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2021). En nuestro pais, el tomate es la hortaliza mas
producida, con casi 4,8 millones de toneladas en 2021, seguida del pimiento, la cebolla,
la sandia y la lechuga. Dentro de Espafia, las principales regiones productoras de tomate
son Extremadura (2,2 millones de toneladas), Andalucia (1,7 millones de toneladas) y la
Region de Murcia (220 mil toneladas) (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion,
2021). El tomate es un alimento con un bajo contenido en calorias y grasas que aporta
diferentes vitaminas, como la A, B y C, y minerales como el potasio (Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricion, 2007). Ademas, es rico en licopeno, un carotenoide
con alto poder antioxidante, por lo que su consumo es beneficioso para las personas
(Bhatia et al., 2004).
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Figura 3. A) Proporcion por continentes de produccidn de tomate fresco en 2021. B) Toneladas totales
producidas de tomate fresco por pais en 2021. (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura, 2021)

El uso del tomate como especie modelo en la investigacion cientifica se ha incrementado
en los Ultimos afios, ya que presenta una serie de caracteristicas que lo hacen muy
interesante: puede ser cultivado en multitud de condiciones ambientales y se adapta bien
a diferentes tipos de estrés, como la sequia o la salinidad, su ciclo de vida es relativamente
corto, es insensible al fotoperiodo, por lo que puede florecer independientemente de la
duracién del dia, se puede controlar facilmente su polinizacion e hibridacion, su genoma
es relativamente pequefio (unas 900 Mb), lo que facilita los estudios genéticos y se puede
propagar vegetativamente mediante esquejes y regenerar a partir de diferentes partes de

la planta (Bergougnoux, 2014).

1.3. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro engloba al conjunto de técnicas que permiten el crecimiento de plantas
0 sus organos Y tejidos en un medio de cultivo en condiciones asépticas y controladas,
iniciado por Haberlandt al inicio del siglo XX. Su importancia radica en tres aspectos:
permite obtener plantas libres de enfermedades (saneamiento), mantener y multiplicar
genotipos de interés (multiplicacion) y modificar las caracteristicas genéticas de las

plantas (mejora genética) (Espinosa-Leal et al., 2018).

Una de las claves del cultivo in vitro es la capacidad de aprovechar la morfogénesis, que
consiste en el crecimiento organizado de un fragmento de la planta (explante) con el fin
de regenerarla de nuevo. Esta morfogénesis puede ser indirecta, si se pasa por una etapa
de callo desorganizado, o directa, si se obtiene de nuevo la planta sin la formacién de
callo. Ademas, la morfogénesis también puede clasificarse en organogeénica, si da lugar a

tallos (caulogénesis) o raices (rizogénesis), o en embriogénica, si se forman embriones a
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partir del explante (Figura 4) (Phillips, 2004; Espinosa-Leal et al., 2018). El proceso de
regeneracion también puede causar la variacion del material genético del explante, sobre
todo en la morfogénesis indirecta, donde hay una mayor posibilidad de que sucedan
mutaciones aleatorias en el genoma de las células vegetales (Gerszberg et al., 2015). Esto

puede llegar a ser interesante de cara a la obtencion de nuevas variedades.

< Caulogénesis

Directa Organogenesis
MORFOGENESIS
/! AN

Indirecta

Rizogénesis

Embriogenesis

Figura 4. Esquema de las vias morfogenéticas que puede seguir un explante en su proceso de seleccion, en
funcion de la formacién de callo desorganizado (izquierda) o tipo de estructuras producidas (derecha).

El proceso de regeneracién de las plantas es dependiente de multitud de factores, como
son el genotipo, la edad de la planta, la zona de la que se obtiene el explante, el medio de
cultivo y las condiciones de este. En el caso del tomate se han podido regenerar plantas
completas a partir de diferentes tipos de explante (cotileddn, hipocoétilo u hojas). Ademas
de todo lo anterior, en el cultivo in vitro es clave el uso de fitohormonas como las auxinas
o las citoquininas, ya que posibilitan o favorecen el desarrollo de determinados procesos
morfogenéticos. La relacién entre ellas también es importante, ya que un medio con una
mayor cantidad de auxinas favorecera la rizogénesis, mientras que si el medio tiene una
mayor concentracion de citoquininas permitird que ocurra la caulogénesis. Si ambas
fitohormonas se encuentran en la misma proporcion se dard la formacion de un callo
desorganizado. Los explantes de tomate no suelen necesitar del uso de auxinas para
favorecer su enraizamiento. Otras variables que influyen sobre los procesos de cultivo in

vitro son el tipo de luz, la temperaturay la consistencia del medio (Gerszberg et al., 2015).

1.4. Mutageénesis: uso en la investigacion

La modificacion de caracteres de interés y la introduccion de nuevas caracteristicas en los
cultivos es un campo muy importante de la investigacion vegetal, al permitir mejorar las
especies utilizadas por el ser humano para que resulten mas nutritivas, productivas o

resistentes a las condiciones climaticas adversas (Gerszberg et al., 2016).

Pero para poder llevar a cabo esas modificaciones es necesario conocer cuales son los

genes que intervienen en cada uno de esos caracteres para saber sobre cual de ellos
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queremos actuar. Una buena forma de abordar esta cuestion es mediante el uso de la
mutagénesis inducida, ya que permite generar una amplia diversidad genética sin
depender de la busqueda e identificacion de mutantes naturales que se producen con una
baja probabilidad. Para la generacion de mutantes se puede hacer uso de mutagenos
fisicos, como los rayos gamma, o0 quimicos, como el metanosulfonato de etilo (EMS, por
sus siglas en inglés). Estos métodos tienen el inconveniente de producir mutaciones
aleatorias que no permiten abordar de manera rapida la identificacion del gen alterado en
cada mutante (Chaudhary et al., 2019).

Por otra parte, se puede hacer uso de la mutagénesis insercional, en la que el agente
mutagénico es un fragmento de ADN, como un T-DNA, transposén o retrotrasposon.
Cuando estos elementos se insertan dentro de un gen, bien sea en la region promotora o
en la codificante, se produce su anulacion de expresion o su modificacion, de forma que
se pueden observar fenotipos mutantes asociados a esa alteracion. La ventaja principal de
este método de mutagénesis es que, como se conoce la secuencia del agente mutageénico,

la region responsable queda etiquetada, lo que facilita su estudio (Chaudhary et al., 2019).

Aunque los sistemas de transposén de maiz Ac/Ds y En/Spm pueden ser utilizados en
tomate, el sistema basado en T-DNA ofrece grandes ventajas, como una integracion
estable que se mantiene en sucesivas generaciones y que es totalmente aleatoria. Ademas,
aunque cualquier T-DNA serviria para este proceso, se han generado construcciones como
las trampas génicas que aportan un valor afiadido a este tipo de estrategias. Dentro de
estos ultimos se incluye el enhancer trap, que permite la identificacion de elementos
reguladores ya que porta un gen reportero con un promotor minimo, de forma que si la
construccién se integra bajo la influencia de un intensificador, éste puede expresarse
(Figura 5) (Pérez-Martin et al., 2017).

Trapping Element

Exon 1

Gene

Transeript

lm:>Translation of Reporter

Figura 5. Esquema del funcionamiento de un sistema enhancer trap (Durick et al., 1999).



1.5. Caracteres de interés en el tomate

Existen multitud de aproximaciones a la hora de mejorar los cultivos para hacerlos mas
resistentes o productivos. Esto se debe a que es posible modificar diferentes caracteres
con el fin de que las plantas tengan un mejor rendimiento. Gracias a las técnicas de
ingenieria genética, se puede conseguir de forma mas rapida los objetivos, sin tener que

depender de la mejora tradicional (Gerszberg et al., 2015).

Dentro de la mejora de caracteres que aumentan la resistencia al estrés abidtico se
encuentran aquellos relativos a la salinidad, las altas y bajas temperaturas, el estrés
oxidativo, los metales pesados o la sequia. Lo interesante de este tipo de estres es que hay
una gran cantidad de genes implicados en sefializacion, regulacién de las diferentes vias
0 que codifican para enzimas que confieren resistencia, facilitando y acelerando el

proceso (Gerszberg et al., 2015).

Otro grupo de caracteres interesantes en la mejora son los relacionados con el estrés
bidtico. Tradicionalmente, se ha hecho uso de pesticidas para controlar las enfermedades
que afectan a los cultivos. Pero en la actualidad, gracias a la investigacion, se han
descubiertos los mecanismos que confieren resistencia a las plantas frente a los patdgenos.
Su modificacién puede dar lugar a plantas mas resistentes al estrés bidtico y a una
reduccion en la aplicacion de productos utilizados para combatir las plagas (Gerszberg et
al., 2015).

Ademas de mejorar la resistencia a diferentes tipos de estrés, de cara a los agricultores y
consumidores también puede ser interesante la mejora de las caracteristicas morfoldgicas
del tomate. En el caso del fruto, se puede incrementar su calidad centrandose en las
propiedades organolépticas y nutricionales del mismo, ya que las caracteristicas que mas
valoran los consumidores suelen ser el sabor la textura y el tamafio (Gerszberg et al.,
2015).

Por altimo, si nos fijamos en la parte vegetativa del tomate, hay que tener en cuenta que
su modificacion podria ayudar a mejorar caracteres como el porte de la planta, su
compacidad y, de forma indirecta, el rendimiento. Un ejemplo de esta relacion se produjo
en la revolucion verde con la introduccion de los genes semidwarf SD1 en arroz y Rht en
trigo. De esta forma se obtuvo un incremento muy notorio en el rendimiento de dichos
cultivos (Itoh et al., 2004).



En el caso de la compacidad en el desarrollo vegetativo se han identificado varios
mutantes afectados en ese caracter. Uno de estos es el locus br, que contribuye a
entrenudos mas cortos en tomate y, aunque el locus ha sido mapeado en el cromosoma 1,
el gen no ha sido clonado aun (Barabaschi et al., 2016). Ademas, los analisis de mutantes
compactos han revelado que algunas de las mutaciones estan relacionadas con rutas de

biosintesis y traduccion de sefiales de fitohormonas (Z. feng Li et al., 2018).

Ademas, un ejemplo de mutante afectado en estos caracteres que esta teniendo un impacto
enorme en tareas de investigacion es el caso de la variedad de tomate Micro Tom (Figura
6). Estas plantas se caracterizan por un fenotipo enano y la primera utilidad que se les dio
fue la de una planta ornamental. Al estudiar las causas de su fenotipo se comprobd que
presentaban tres mutaciones recesivas en los genes DWARF, MINIATURE y SELF-
PRUNING. El primero codifica para una proteina p450 que cataliza uno de los pasos de
biosintesis de brasinoesteroides, el segundo esta ligado a la sefializacion de giberelinas y
el tercero codifica para una proteina reguladora que controla la relacion entre apices
vegetativos y reproductivos. Por tltimo, resultan evidentes las ventajas de esta planta para
usarse en investigacion, ya que ademas de ser de menor tamafio y tener un ciclo
reproductivo mucho mas corto que el resto de variedades de tomate, es capaz de producir
frutos de forma similar a una wild type y su manejo implica un menor espacio y el empleo

de menos recursos (Marti et al., 2006).

Figura 6. Planta de tomate Micro Tom en la que se puede apreciar su reducido tamafio.



2. Objetivos

Como se ha comentado en el apartado anterior, la mejora de los cultivos es un proceso
clave para incrementar su rendimiento. Uno de los aspectos a estudiar para mejorar ese
caracter es el desarrollo vegetativo de las plantas de tomate, para lo que es necesario

conocer los genes implicados en él.

Por ello, el objetivo principal de este Trabajo Final de Master es la evaluacion y
caracterizacion de diferentes lineas de tomate obtenidas previamente en el programa de
mutagénesis insercional de nuestro grupo que presentan alteraciones en el desarrollo de

la parte aérea (menor tamafo).
Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos concretos:

A- Evaluacion del fenotipo de las plantas en condiciones in vitro e in vitro.

B- Caracterizacion del modo de herencia del caracter afectado.

C- Determinacion del numero de insertos presentes en cada linea mediante el analisis
de sus descendencias.

D- Identificacion de la existencia del fendbmeno de cosegregacion entre fenotipo
mutante y el gen nptll presente en el T-DNA.

E- Obtencion de poblaciones F2 a partir del cruce de plantas mutantes con S.
pimpinellifolium para abordar la identificacion del gen afectado cuando no exista

cosegregacion.



3. Materiales y metodos

3.1. Material vegetal y construccion génica

Las plantas de tomate que se utilizaron durante los experimentos del trabajo pertenecian
al cultivar Money Maker y habian sido transformadas previamente por el grupo de trabajo
con el vector pD991 (Figura 7), donado amablemente por el Dr. Thomas Jack de la
Universidad de Dartmouth. Este contiene entre los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB)
el gen delator uidA controlado por el promotor minimo -60 del gen 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) y el gen marcador nptll controlado por un promotor

constitutivo.
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Figura 7. Esquema del vector pD991 utilizado para transformar los explantes de tomate y obtener asi las
lineas de estudio Enhancer Trap.

Las lineas usadas en el trabajo se designaron de la siguiente forma: la planta transgénica
se nombra con un namero (por ejemplo 1372) seguido de las letras ETMM, que indican
que es una planta que contiene un T-DNA procedente de un vector de enhancer trap y
pertenece al cultivar Money Maker. Asi 1372 ETMM seria la planta TG1, obtenida a partir
de la regeneracion del explante transformado. A las generaciones posteriores obtenidas

por autofecundacion a partir de ella (TG2, TG3...) se les van afiadiendo nimeros al
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nombre para poder realizar un seguimiento. Por ejemplo, 1372-1-2 ETMM seria la planta
2 de la tercera generacion (TG3) de la linea 1372, obtenida a partir de la planta 1 de la

generacion 2 (TG2).

3.2. Almacenamiento vy esterilizacion de semillas

Las semillas de tomate que se utilizaron en los experimentos se almacenaron en bolsas de
plastico con autocierre, etiquetadas y agrupadas por linea dentro de recipientes herméticos
con perlas de gel de silice de 3 a 5 nm (PanReac). Esos recipientes se guardaron en un

frigorifico a 4 °C para preservarlas el mayor tiempo posible hasta su uso.

En el momento de utilizar las semillas se realizd un proceso de esterilizacion superficial.
Se formaron paquetes de gasa con las semillas en su interior y se sumergieron en 200 mL
de una solucién de lejia comercial (Divex) diluida al 50% con agua destilada y unas gotas
de Tween 20, en la que se mantuvieron durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo,
con el fin de eliminar los restos de lejia que pudieran quedar en la cubierta de las semillas,
los sacos se pasaron por sucesivos botes con 200 mL de agua estéril, donde se dejaron
durante 5, 10 y 15 minutos. Este protocolo se repitié pasadas 24 horas para mejorar el
proceso de esterilizacion. Entre ambos, las semillas se mantuvieron en agua estéril para

favorecer la germinacion.

3.3. Germinacién de las semillas

Tras el proceso de esterilizacion de las semillas, éstas se transfirieron de los paquetes de
gasa a placas Petri con dos circulos de papel de filtro estériles como soporte y 10 mL de
agua destilada estéril. Las placas se sellaron con parafilm y se mantuvieron en oscuridad

a 28 °C en una estufa durante un minimo de 72 horas.

Cuando las semillas desarrollaron la radicula se transfirieron a botes con medio MG,
colocandose 12 semillas en cada uno. Los botes se incubaron en cdmaras de cultivo con
un fotoperiodo de 16 horas de luz (intensidad luminosa de 70 pE-m=2-s) y 8 horas de
oscuridad, a 25 °C + 2 °C, durante al menos 7 dias.
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3.4. Medios de cultivo vy regeneracion

Durante los procesos de cultivo in vitro se utilizaron diferentes medios de cultivo, cada
uno con una finalidad. En la Tabla 1 se recoge la composicion de estos y su uso aparece

a continuacion:

- Medio de germinacion (MG): Se empled para que las semillas se desarrollaran

inicialmente. En este periodo se formo la raiz embrionaria y se desarrollo el
hipocotilo, los cotiledones y las primeras hojas de la planta de tomate.
- Medio basico (MB3): Es el medio que usamos para el cultivo y mantenimiento de

los apices meristematicos. Permitié que se desarrollaran las raices adventicias a
partir de la zona de corte del hipocétilo y que la parte aérea creciera.

- Medio 140: Se empled para analizar la capacidad de enraizamiento adventicio de
diferentes tipos de explante. Se distribuyd en placa Petri y permitié que los
explantes de hipocdtilo y cotiledon desarrollaran raices adventicias con la ayuda
de la auxina presente, el acido indolacético.

- Medio IKZ: En este medio se forman callos organogénicos a partir de explantes
de cotileddn, hipocétilo u hoja de tomate, gracias a la relacién auxina/citoquininas
(&cido indolacético/kinetina + zeatina) y asi conocer la capacidad de regeneracion
de las lineas analizadas.

- Medio IK: Medio idéntico al anterior, pero sin zeatina, en el que los &pices y brotes
presentes en un callo organogénico elongan los tallos con el fin de poder ser
individualizados para subcultivarlos en un medio de enraizamiento y finalizar el
proceso de regeneracion.

- Medio &: Medio de seleccion basado en el IKZ, al que se le adicion6 kanamicina.
Su finalidad fue evaluar la resistencia a la kanamicina de una planta mediante el
cultivo de explantes de hipocétilo o cotiledon para saber si existe cosegregacion

entre un inserto de T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante.
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Tabla 1. Composicion de los diferentes medios de cultivo utilizados durante los ensayos realizados.

N . . e N U
e | s+ | See | sol” | THELS | v e | ans | K | Zetne | Kt
MG v 10 x x x x x x x
MB3 4 30 0,1 1 x x x x x
140 v 30 0,1 x v 4 x x x
IK v 30 0,1 x v 4 4 x x
IKZ v 30 0,1 x v 4 4 1 x
€ v 30 0,1 x v 4 4 1 100

a) Sales minerales Murashige & Skoog (Duchefa Biochemie) utilizadas segtn la recomendacion del

fabricante (Murashige & Skoog, 1962).

Inositol, kinetina, zeatina y kanamicina (Duchefa Biochemie).

THCI: Tiamina-HCI (Sigma-Aldrich).

Mezcla de vitaminas elaboradas segun Shahin (1985).

AlA: Acido indolacético (Sigma-Aldrich).

Los diferentes medios de cultivo, una vez elaborados, se ajustaron a un pH de 5,7
mediante HCI o NaOH, se les afiadié 6,8 g/L de agar bacterioldgico y se autoclavaron
para esterilizarlos durante 30 minutos a 113 °C. Pasado este proceso, se dejaron enfriar y

se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

3.5. Crecimiento de plantulas y plantas

Para estudiar el desarrollo in vitro de las plantas y poder mantenerlas en crecimiento, las
plantulas obtenidas en medio MG se subcultivaron a medio MB3, eliminando su raiz
embrionaria y cotiledones mediante un bisturi y pasando el apice meristematico al nuevo
medio (Figura 8). Los botes con los explantes se colocaron en las camaras de cultivo con
las condiciones ambientales antes nombradas para que se desarrollaran adecuadamente.
Durante este proceso, se fueron observando para determinar el fenotipo caracteristico de

cada linea y poder documentar las caracteristicas principales del mismo.

Figura 8. Esquema de los cortes realizados en una plantula de tomate para poder separar el apice
meristematico de los explantes de cotiledon e hipocdtilo.
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3.6. Regeneraciéon de explantes

Con el fin de analizar la capacidad de regeneracion que presentaban las diferentes lineas
de estudio, los explantes de cotiledon obtenidos de las plantulas y con un corte en la zona
distal y proximal se cultivaron en placas Petri con medio IKZ, se sellaron con parafilmy
se incubaron en las camaras de cultivo. Pasados 28 dias, los callos organogénicos que se
formaron se transfirieron a botes con medio IK, con el fin de que los apices y brotes
formados elongaran. Finalmente, tras otros 28 dias aproximadamente, los brotes se

subcultivaron a medio MB3 para su enraizamiento.

3.7. Aclimatacion de plantas y cultivo en invernadero

Cuando se quieren transferir las plantas que se encuentran creciendo en las condiciones
axénicas de las cdmaras de cultivo a las condiciones in vivo del invernadero, es necesario
llevar a cabo un proceso de aclimatacién, ya que in vitro las plantas se desarrollan con
mayor humedad, menor intensidad de luz, alta disponibilidad de nutrientes y, ademas,

estan libres de plagas y enfermedades.

Las plantas se sacaron de los botes en los que se encontraban creciendo, sus raices se
limpiaron con agua para eliminar los restos de medio gelificado que pudieran causar la
aparicion de hongos, se colocaron en macetas llenas de sustrato y se cubrieron con un
vaso de plastico para que el cambio de humedad no fuera tan brusco. Posteriormente se
llevaron a los invernaderos, donde se fueron destapando progresivamente para que se

adaptaran a las nuevas condiciones de humedad.

En el invernadero las plantas se cultivaron en macetas de 9, 12 0 30 cm de diametro, en
funcion de su tamafio. Como sustrato se utilizé una mezcla de turba y perlita que se
esterilizaba en el autoclave y se fertirrigaron mediante goteo con la solucién nutritiva que

aparece recogida en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de la solucién de fertirrigacion utilizada en el invernadero.

Componente Cantidad
Ca(NO3);-4H,0 2,36 g/L
KNOs 381 mg/L
MgSO4-7H,0 367,5 mg/L
KH2PO4 102 mg/L
ZnS04-7H,0 9,76 mg/L
MnO4-5H,0 33,2 mg/L
CuSOq4 2,23 mg/L
H3BO3 32,55 mg/L
(NH4)sM0702:4H,0 | 1,51 mg/L
Fe (quelato) 34,95 mg/L

3.8. Medicidn de clorofila

Con el fin de conocer el contenido de clorofila A y B presentes en las hojas de tomate se
realizd una extraccién basada en el protocolo descrito por Carbonell et al. (2015): en
primer lugar, se seleccionaron la cuarta y quinta hoja de las plantas que se querian estudiar
y se cortaron. Se extrajeron cinco discos foliares a partir de los foliolos mediante un
sacabocados, se pesaron y se colocaron en un tubo Falcon recubierto de papel de aluminio
que contenia 10 mL de una solucion de acetona diluida al 80% con agua destilada. Los
tubos se dejaron en agitacion orbital a 150 rpm durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se midio la absorbancia de la solucion resultante a una longitud de onda de 647 y
663 nm mediante un espectrofotémetro. Con las lecturas obtenidas se obtuvieron los mg
de clorofila A o B por g de material vegetal aplicando la formula matematica recogida en

la Figura 9.

((12,21 + abs 663 nm) — (2,81 + abs 647 nm) ) + 0,011

peso discos foliares (g)

. ntg ,
Clorofila A (—material vegetal) =
g

((20,13 + abs 647 nm) — (5,03 + abs 663 nm) ) = 0,011

peso discas foliares (g)

, mg .
Clarefila B (—material vegetal) =
g

Figura 9. Formula utilizada para conocer el contenido en clorofila A (arriba) y B (abajo) en las hojas de
tomate analizadas.
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3.9. Cruces sexuales

Para poder abordar la identificacion del gen causante del fenotipo observado mediante
mapeo por secuenciacion, es necesario realizar un cruce sexual entre una planta mutante
y una planta de S. pimpinellifolium (ya que en esta especie se conocen multiples
polimorfismos respecto del genoma de tomate). Para ello primero se localizé una flor en
estado de preantesis en la planta mutante. Se eliminaron sus sépalos, pétalos y estambres
y se dejé el pistilo desnudo. Posteriormente, se recolectd el polen de flores de S.
pimpinellifolium en una placa Petri de vidrio, se cubrio el estigma de la flor del mutante
con él y se etiquetd. Finalmente, se cosechd el fruto una vez que alcanzo su estado 6ptimo
de maduracién. A partir de las semillas F1 obtenidas se cultivaron plantas F1 y se
recolectaron los frutos producidos por autofecundacion. En la poblacion de plantas
obtenidas a partir de las semillas F2 se identificaron 20 plantas F2 que presentaron
fenotipo wild type y 20 de fenotipo mutante y se tomaron muestras de cada una que se
congelaron en tubos Eppendorf con nitrégeno liquido y se almacenaron en congeladores
a -80 °C hasta realizar la identificacion del gen en colaboracion con los investigadores de

la Universidad de Almeria dirigidos por el Dr. Rafael Lozano.

3.10. Extraccion de semillas

Tras cosechar los tomates maduros es necesario obtener las semillas que se encuentran en
su interior, de tal forma que se puedan almacenar para futuros usos. Los frutos se cortaron
transversalmente para dejar expuestos los lébulos con semillas. Estas se retiraron y
colocaron en un bote con una solucion de salfuman (HCI 24%, Divex) diluida con agua
durante 24 horas. Pasado este tiempo, las semillas se limpiaron debajo de un grifo con
agua corriente y se depositaron en una placa Petri, que se introdujo en una estufa, a 50 °C
durante 24 horas. Pasado este tiempo, las semillas se almacenaron en sus respectivas

bolsas con autocierre.

3.11. Analisis estadistico

Para conocer el comportamiento de la mutacion que causa el fenotipo observado fue
necesario realizar tres tipos diferentes de analisis: modo de herencia, numero de insertos

y cosegregacion. En todos los casos, para saber si los datos observados se ajustaban a la
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distribucion esperada se realizd una prueba . La Ho (los datos observados se ajustan a

los esperados) se rechazaba cuando el porcentaje de error era superior al 5%.

Ademas, para analizar la comparacion de medias, que se representa por ejemplo en la
Figura 15, se realiz6 una prueba t mediante el programa Statgraphics version 18. La Ho
(no hay diferencias significativas entre las medias de dos muestras independientes) se
rechazaba cuando el valor p era inferior a 0,05. EI nimero de asteriscos (*) mostrados en
las figuras de comparacion de medias hace referencia al nivel de significancia entre las

medias, siendo un asterisco p < 0,05, dos asteriscos p < 0,01 y tres asteriscos p < 0,001.
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4. Resultados

Durante este Trabajo de Fin de Master se analizaron 16 lineas de T-DNA. Todas ellas
fueron seleccionadas en nuestro grupo por presentar alteraciones en el desarrollo de la
parte aérea, lo que resultaba en plantas con un menor porte y crecimiento del tallo. En el
presente trabajo se recogen los resultados de seis de estas lineas: 1372 ETMM, 2114
ETMM, 1415 ETMM, 2059 ETMM, 2099 ETMM y 125 ETMM.

4.1. 1372 ETMM

Esta linea se habia identificado previamente en nuestro grupo, pero no se habia realizado

mas que una caracterizacion fenotipica inicial. En el momento de iniciar mi trabajo
Unicamente se disponia de lineas TG3 y TG4 identificadas como mutantes por lo que
todos los experimentos se han realizado utilizando al parental Money Maker como testigo.
Se presentan los resultados obtenidos en su fenotipado, tanto in vitro como in vivo, asi

como su analisis genético.

4.1.1. Fenotipado in vitro

Se analizé el desarrollo in vitro de las plantas pertenecientes a esta linea mediante la
realizacion de un semillero con semillas TG3 y TG4. Como se puede ver en la Figura
10A, tras 34 dias de desarrollo de los &pices meristematicos TG3 obtenidos a partir de las
plantulas en medio MB3, los mutantes presentaron una menor longitud de la parte aérea
respecto a los controles. Este fenotipo se repitio en las plantas de la generacion posterior
(TG4), donde también se observé que los mutantes tenian un menor desarrollo de la parte
aerea tras 28 dias de crecimiento en medio MB3 (Figura 10B).
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Figura 10. Detalle de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1372 ETMM. A)
Plantas TG3 tras 34 dias de crecimiento en medio MB3. B) Plantas TG4 tras 28 dias de crecimiento en
medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Con el fin de ver si las plantas mutantes presentaban la misma capacidad de enraizamiento
adventicio que las plantas wild type, se cultivaron explantes de hipocotilo y cotiledon en
placas con medio 140. Tras 28 dias de desarrollo, se observo que el enraizamiento de las
plantas mutantes no estaba afectado (Figura 11) ya que ambos tipos de explante mutante

formaron raices adventicias de forma similar a los explantes wild type.

Figura 11. Proceso de enraizamiento adventicio de explantes wild type (WT) y mutantes (M) de la linea
1372 ETMM de hipocotilo (izquierda) y cotiledén (derecha) tras 28 dias de crecimiento en medio 140.
Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Ademas, en este mutante también se analizé si los brotes regenerados del extremo distal
de los explantes de hipocotilo en medio 140 mantenian el fenotipo caracteristico de la
linea, por lo que se subcultivaron en medio MB3. Pasados 28 dias, se confirmd que los
explantes mutantes mantenian el fenotipo de menor desarrollo de la parte aérea propio de
la linea 1372 ETMM (Figura 12).
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Figura 12. Desarrollo de los explantes de hipocétilo wild type y mutantes de la linea 1372 ETMM a los 28
dias tras el subcultivo en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Finalmente, se analiz6 si las plantas mutantes presentaban alguna alteracion en el proceso
de regeneracion adventicia a partir de explantes de cotiledon. Este caracter es uno de los
mas importantes para las técnicas de cultivo in vitro y por eso se analiza en busca de
mutantes. Para ello, se colocaron explantes de cotileddn en placas con medio IKZ, con el
fin de favorecer la formacion de callo organogénico. Tras 28 dias, se observo que los
explantes mutantes presentaban una capacidad de regeneracion de yemas adventicias
similar a los explantes wild type (Figura 13A). Pasado este tiempo, los callos
organogeénicos se subcultivaron en medio IK, para permitir que los apices y brotes
presentes pudieran desarrollarse y elongar. Como se puede ver en la Figura 13B, tras 22
dias, los explantes mutantes presentaron una capacidad similar de desarrollo de apices y
brotes a los explantes wild type, aunque manteniendo el menor tamafio caracteristico de
la linea. Finalmente, los apices se subcultivaron en medio MB3 para que elongaran. Las
plantas mutantes mantuvieron el menor tamafio caracteristico de la linea 1372 ETMM
(Figura 13C).
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Figura 13. Proceso de regeneracion adventicia de explantes wild type (WT) y mutante (M) de la linea 1372
ETMM. A) Explantes de cotiledon tras 28 dias de crecimiento en medio IKZ. B) Brotes elongados a partir
de callos organogénicos provenientes de explantes de cotileddn, tras el subcultivo en medio IK y 29 dias de
crecimiento. C) Elongacion de explantes tras 27 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada imagen.

4.1.2. Fenotipado in vivo

Para comprobar si el fenotipo observado en condiciones in vitro se mantenia a largo plazo,

se analizo el desarrollo de las plantas también en condiciones in vivo.

Para ello, se realizé un semillero en el invernadero con semillas mutantes TG3 y se
comparé el desarrollo de las plantas a lo largo del tiempo con individuos wild type como
control. Como se puede ver en la Figura 14A, las plantas mutantes en condiciones in vivo
presentaban también un menor desarrollo de la parte aérea a los 14 dias tras la
germinacion. Este fenotipo se mantuvo a largo de todo el desarrollo de la planta, pues a
los 43 dias (Figura 14B), 78 dias (Figura 14C) y 89 dias (Figura 14D), los individuos
mutantes seguian siendo mas pequefios que los wild type. Se comprob6 que las plantas
mutantes presentaban una diferencia estadisticamente significativa en la longitud de los
entrenudos, lo que causaba que, de media, la distancia fuera de 5,42 + 1,11 cm, en
comparacion con los valores de las plantas wild type, con una media de 10,44 + 0,83 cm
(Figura 15).
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Figura 14. Proceso de desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la TG3 de la
linea 1372 ETMM en condiciones in vivo. A) 14 dias tras germinacién. B) 43 dias tras germinacion. C) 78
dias tras germinacion. D) 89 dias tras germinacién.. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
imagen.
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Longitud media de los entrenudos (cm)

Figura 15. Longitud media de los entrenudos (cm) en plantas wild type (WT) y mutantes (M) de la linea
1372 ETMM. Se representa la media + desviacién estandar (n = 3). Los 2 * indican diferencias muy
significativas (p < 0,01) segln una prueba t.
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Durante el cultivo de las plantas en el invernadero se observo la presencia de un patron
de coloracién anémalo en las hojas, caracterizado por una clorosis en los foliolos. Este
fenotipo caracteristico se vio en todas las plantas cultivadas en condiciones in vivo y
comenzaba a aparecer a las seis semanas tras la germinacion, manteniéndose durante todo
el desarrollo (Figura 16). Se repitio esta evaluacion en plantas TG4 procedentes de la

descendencia de estas.

Figura 16. Detalle de hojas wild type (WT) y mutantes (M) de la TG3 perteneciente a la linea 1372-1M
ETMM. Se observa el fenotipo clordtico caracteristico presente en la hoja. A) 63 dias tras germinacion. B)
89 dias tras germinacién. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

En el semillero de plantas mutantes TG4 se corrobor6 el fenotipo de menor desarrollo de

la parte aérea, al volver a ver plantas con un menor porte (Figura 17A). Ademas, el

fenotipo clorotico de las hojas aparecio de nuevo (Figura 17B).

Figura 17. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutante (M) perteneciente a la TG4 de la linea 1372-
1M-1M ETMM. A) 37 dias de cultivo en el invernadero tras la germinacion. B) Comparacion de las hojas
de las plantas WT y M en las que se observa el patrén clorético caracteristico C) Comparacion de las raices
WT y M, con un peso fresco de 8,37 g y 3,98 g respectivamente. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada imagen.
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En la Figura 18 se representa el contenido de clorofila A y B (mg/g material vegetal)
presente en la zona apical y basal de los foliolos de plantas wild type y mutantes
pertenecientes a la linea 1372 ETMM. Se puede ver que existen diferencias
estadisticamente significativas en el contenido en clorofila, tanto A como B, y en ambas
zonas, entre los individuos wild type y mutantes. Por ello se concluy6 que la mutacién
presente en la linea 1372 ETMM causaba, ademéas de un menor desarrollo de la parte

aérea, clorosis en los foliolos.

HE
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-
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Figura 18. Contenido medio en clorofila A y B (mg/g material vegetal) de la zona apical y basal de foliolos
de hojas de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1372 ETMM. Se representa la
media £ desviacion estandar (n = 3). Los 2 * indican diferencias muy significativas (p < 0,01), seglin una
prueba t.

Finalmente, también se fenotip6 el desarrollo reproductivo de los individuos mutantes de
la linea 1372 ETMM. Para ello se compararon flores en el estadio de antesis y frutos de
individuos wild type y mutantes. En ambos casos, el fenotipo fue aparentemente similar,
por lo que se concluyd que no existian diferencias apreciables en las estructuras y el
desarrollo reproductivo de los individuos mutantes era parecido al de las plantas wild type
(Figura 19).
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Figura 19. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y de frutos maduros (abajo) procedentes de
plantas wild type (WT) y mutantes (M) de la linea 1372 ETMM. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada imagen.

4.1.3. Analisis de modo de herencia y niUmero de insertos

Debido a que no se disponia de poblaciones segregantes pertenecientes a la linea 1372
ETMM, no se pudo evaluar el modo de herencia de la mutacion ni tampoco comprobar el
namero de insertos que portaba la linea, aunque en los andlisis iniciales de la linea
realizados por el grupo de investigacion se apuntd a que la mutacion podria tener una
herencia recesiva 3:1 wild type-mutante. No obstante, para poder corroborarlo, se ha
realizado el cruce de un individuo mutante con polen proveniente de una planta wild type
con la finalidad de obtener plantas hemizigotas para la mutacion y, a partir de ellas,

poblaciones segregantes en las que poder evaluar estas caracteristicas.

4.1.4. Analisis de cosegregacion

Para conocer si existia cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante en
la linea 1372 ETMM, se cultivaron explantes de hipocétilo de plantas TG3 mutantes en
medio €. Pasados 28 dias, se comprobo que todos ellos eran sensibles a la kanamicina,

por lo que se puede afirmar que en esta linea no hay cosegregacion entre el inserto y la
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mutacion. El origen de esta mutacion probablemente esté en la variacion somaclonal

ocurrida durante el proceso de regeneracion inicial que llevo a la obtencion de la linea.

Al no haber fendmeno de cosegregacion inserto-mutacion, se cultivaron algunas plantas
mutantes sensibles en invernadero para realizar cruces con polen de S. pimpinellifolium,
obtener plantas F1 y, a partir de ellas, una poblacién F2 segregante para poder conocer
cuél es el gen responsable de la mutacion que porta la linea 1372 ETMM mediante mapeo

por secuenciacion.

4.2. 2114 ETMM

Esta linea se habia identificado previamente en nuestro grupo, pero no se habia realizado

mas que una caracterizacion fenotipica inicial. En el momento de iniciar mi trabajo
unicamente se disponia de lineas TG3 procedentes de plantas TG2 tanto wild type como
mutantes. Esta planta se caracterizaba por tener un menor tamafio que los controles wild

type. A continuacion, se incluyen los resultados obtenidos durante su estudio.

4.2.1. Fenotipado in vitro

Para poder caracterizar el fenotipo propio de la linea 2114 ETMM, en primer lugar, se
analizaron plantas mutantes TG3 en condiciones de crecimiento in vitro. De esta manera,
se comprobd que los individuos mutantes presentaban un menor desarrollo de la parte
aérea transcurridos 29 dias (Figura 20A) y 49 dias (Figura 20B) del subcultivo de los a
apices meristematicos en medio MB3, al tener una menor longitud que las plantas wild

type control.

Figura 20. Detalles de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2114 ETMM. A)
Plantas tras 29 dias de crecimiento en medio MB3. B) Plantas tras 49 dias de crecimiento en medio MB3.
Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.
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También se comprobd la capacidad de enraizamiento adventicio que presentaba la linea
mediante el cultivo de explantes de hipocétilo y cotiledon en medio 140. Como se ve en
la Figura 21, los explantes mutantes presentaron una capacidad similar de enraizamiento
al wild type, por lo que su proceso de produccion de raices adventicias no esta afectado

por la mutacion.

Figura 21. Proceso de enraizamiento adventicio de explantes de hipocétilo (izquierda) y cotiledén
(derecha) de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2114 ETMM tras 28 dias de
desarrollo en medio 140. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

La Gltima prueba que se realizd en condiciones in vitro fue el analisis de la capacidad de
regeneracion adventicia de explantes de cotiledon provenientes de plantas mutantes. Para
ello, los explantes se colocaron en medio IKZ. Transcurridos 32 dias, se comprobo que
los explantes mutantes eran capaces de generar, de forma similar a los wild type, callo
organogénico (Figura 22A). Los callos se subcultivaron en medio IK, para favorecer el
desarrollo y elongacién de los apices y brotes que surgieron. Como se ve en la Figura
22B, los brotes elongaron menos en los explantes mutantes tras 32 dias de cultivo en el
medio, algo que concuerda con lo observado durante el cultivo de los é&pices
meristematicos en medio MB3. Finalmente, los apices de estos brotes se subcultivaron en
medio MB3, para poder confirmar que los mutantes mantenian el fenotipo caracteristico
de menor desarrollo de la parte aérea propio de la linea 2114 ETMM. Efectivamente, los
explantes presentaban el mismo fenotipo observado en anteriores ocasiones tras 28 dias,
por lo que se pudo concluir que el proceso de regeneracion no estaba afectado en esta
linea mutante y que los brotes adventicios mantenian el fenotipo mutante de menor

tamario (Figura 22C).
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Figura 22. Proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledén wild type (WT) y mutantes (M)
pertenecientes a la linea 2114 ETMM. A) Tras 32 dias en medio IKZ. B) Tras 32 dias en medio IK. C) Tras
28 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

4.2.2. Fenotipado in vivo

Con el fin de comprobar si el fenotipo de la linea 2114 ETMM observado en condiciones
in vitro se mantenia al cultivar las plantas en condiciones in vivo, se realiz6 un semillero
con semillas TG3 y TG4 mutantes. Se realiz6 un seguimiento del crecimiento de las
plantas mutantes en el invernadero para poder fenotiparlas correctamente. Se corrobord
que los mutantes también presentaban un menor desarrollo de la parte aérea en
condiciones in vivo, a lo largo de todo su crecimiento, como se puede ver en la Figura
23, que recoge fotografias del desarrollo de individuos mutantes a los 14 dias (Figura
23A), 43 dias (Figura 23B), 65 dias (Figura 23C) y 98 dias (Figura 23D) desde la
germinacion de las semillas. Para poder caracterizar mejor el fenotipo, se midio la
longitud de las plantas y se cont6 el nimero de hojas que presentaban, para poder
establecer la relacion entre ambos pardmetros y asi saber la longitud de los entrenudos.
Los mutantes tenian una longitud media de entrenudos de 4,23 + 0,56 cm, frente a los
10,45 + 0,83 cm de las plantas wild type (Figura 24), siendo esta una diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 23. Desarrollo de plantas wild type (MB3) y mutantes (M) pertenecientes a la TG3 de la linea 2114
ETMM en condiciones in vivo. A) 14 dias tras germinacién. B) 43 dias tras germinacion. C) 65 dias tras
germinacién. D) 98 dias tras germinacion. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.
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Figura 24. Longitud media de los entrenudos (cm) en plantas wild type (WT) y mutantes (M) de la linea
2114 ETMM. Se representa la media + desviacién estandar (n = 3). Los 3 * indican diferencias altamente
significativas (p < 0,001) segun una prueba t.
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En la generacion sucesiva (TG4), las plantas mutantes mantuvieron el fenotipo
caracteristico de la linea (Figura 25), volviendo a observarse individuos de menor tamafio

que los controles wild type.

Figura 25. Desarrollo de las plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la TG4 de la linea
2114 ETMM en condiciones in vivo. A) 23 dias tras la germinacién. B) 37dias tras la germinacion. C) 64
dias tras la germinacién. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Para terminar de caracterizar el fenotipo de la linea, se aclimataron plantas TG3 que se
encontraban creciendo en condiciones in vitro. De nuevo, se vio el menor desarrollo de
la parte aérea (Figura 26), por lo que se puede afirmar que la linea 2114 ETMM presenta

una mutacion que disminuye el crecimiento de la parte aérea de la planta.
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Figura 26. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2114 ETMM
aclimatadas tras 82 dias (A) y 132 dias (B) de cultivo en condiciones in vivo. Escala indicada en la esquina
inferior derecha de cada imagen.

Finalmente, se comprobo que las plantas mutantes no presentaban ninguna alteracion en
el desarrollo reproductivo, al verse que las flores mutantes eran similares a las flores wild
type y que el cuajado de los frutos y su morfologia era similar en ambas poblaciones

(Figura 27).

Figura 27. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo) procedentes de plantas
wild type (WT) y mutantes (M) de la linea 2114 ETMM. Escala indicada en la esquina inferior derecha de

cada imagen.
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4.2.3. Analisis de modo de herencia y nimero de insertos

Debido a que no se disponia de semilla wild type segregante perteneciente a la linea 2114
ETMM no se pudo analizar el modo de herencia de la mutacion ni tampoco el nimero de
insertos presentes. No obstante, en los experimentos iniciales de caracterizacion de la
linea por parte del grupo de investigacion, se detectd que la mutacion poseia posiblemente

un tipo de herencia recesiva 3:1 wild type-mutante.

4.2.4. Analisis de cosegregacion

Al analizar la resistencia a la kanamicina de las plantas mutantes mediante el cultivo de
explantes de hipocotilo en medio ¢, se detectaron 5 individuos sensibles al antibidtico de
un total de 19 plantas. Esto permite afirmar que en la linea 2114 ETMM no hay fenédmeno
de cosegregacion, y que, por lo tanto, la mutacién no se debe a un inserto de T-DNA, sino

a una variacion somaclonal ocurrida durante el proceso inicial de regeneracion.

Es por ello por lo que se han realizado cruces sexuales en plantas mutantes sensibles con
polen de S. pimpinellifolium con el fin de obtener una poblacion segregante F2 que

permita hacer el mapeo por secuenciacion de la mutacion detectada.

4.3. 1415 ETMM

Esta linea se habia identificado previamente en el grupo de investigacion, pero no se habia

realizado méas que una caracterizaciéon fenotipica inicial. En el momento de iniciar el
trabajo se disponia de semillas TG2 y lineas TG3. Este mutante se caracterizaba por tener
un menor tamafo que los controles wild type. A continuacién, se incluyen los resultados

obtenidos de mis experimentos.
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4.3.1. Fenotipado in vitro

En la linea 1415 ETMM se analizd el desarrollo en condiciones in vitro de plantas
mutantes pertenecientes a la TG2 para poder caracterizar su fenotipo. Se comprob6 que
los mutantes presentaban un menor desarrollo de la parte aérea, lo que resultaba en tallos
con una menor longitud, como se puede observar en la Figura 28, donde los individuos
mutantes son mas pequefios tras 28 dias (Figura 28A) y 60 dias (Figura 28B) de cultivo

de los apices meristematicos en medio MB3.

| /m . /’f(\

1cm

Figura 28. Detalle de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415 ETMM. A)
Plantas tras 28 dias de crecimiento en medio MB3. B) Plantas tras 60 dias de crecimiento en medio MB3.
Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Para saber si la linea presentaba alguna alteracion en el proceso de regeneracion
adventicia, se analizé la formacién y desarrollo de callos organogénicos mediante el
cultivo de explantes de cotiledén wild type y mutantes en medio IKZ. Pasados 29 dias
desde el inicio, los explantes provenientes de plantas mutantes formaron callo
organogeénico de forma similar a los explantes wild type (Figura 29A). Los callos se
individualizaron y se transfirieron a medio IK, con el fin de que los apices y brotes
formados pudieran elongar y asi comprobar si el fenotipo de la linea se mantenia tras el
proceso de regeneracion. A los 41 dias tras el subcultivo, los brotes mutantes no fueron
capaces de elongar, debido probablemente al pequefio tamafio del explante seleccionado
para el proceso (Figura 29B). A pesar de ello, se transfirieron a medio MB3 para que se
pudieran seguir desarrollando. Pasados 36 dias tras el subcultivo, los brotes mutantes ya
fueron capaces de desarrollarse y elongar, presentando un menor tamafio respecto de los

wild type (Figura 29C). Por lo tanto, se puede concluir que la linea 1415 ETMM no
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presenta ningln problema que afecte al proceso de regeneracion adventicia y la mutacién

(ue porta permanece y no revierte tras el mismo.

Figura 29. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledon wild type (WT) y
mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415 ETMM. A) Tras 29 dias de cultivo en medio IKZ. B) Tras 41
dias de cultivo en medio IK. C) Tras 36 dias de cultivo en medio MB3. Escala indicada en la esquina
inferior derecha de cada imagen.

4.3.2. Fenotipado in vivo

Con el fin de conocer si las plantas mutantes de la linea 1415 ETMM presentaban el
mismo fenotipo en condiciones in vivo que en condiciones in vitro, se realiz6 un semillero
con semilla segregante TG3 en el invernadero. Durante su desarrollo, se detectaron
plantas mutantes con un fenotipo similar al observado en condiciones axénicas. Estos se
seguian caracterizando por un menor desarrollo de la parte aérea, que resultaba en una

menor elongacién del tallo, como se puede ver en la Figura 30.
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Figura 30. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415 ETMM en
el invernadero. A) 20 dias tras la germinacion. B) 52 dias tras la germinacién. C) 91 dias tras la germinacion.
D) 127 dias tras la germinacion. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Ademaés, también se aclimataron plantas mutantes que se encontraban en condiciones
axénicas. Estas mantenian el menor crecimiento de la parte aérea cuando crecian en el
invernadero, por lo que se corrobord el fenotipo caracteristico de la linea 1415 ETMM de

menor desarrollo de la parte aérea (Figura 31).

Figura 31. Desarrollo in vivo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415
ETMM tras ser aclimatadas. A) 38 dias. B) 52 dias. C) 79 dias. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada imagen.
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Finalmente, se quiso conocer si el desarrollo reproductivo se veia alterado por la
mutacion, por lo que se compar6 el fenotipo de flores en estadio de antesis y frutos
maduros de plantas wild type y mutantes pertenecientes a la linea 1415 ETMM. Como se
ve en la Figura 32, las flores y frutos de individuos mutantes eran aparentemente
similares a las de los controles, por lo que se concluy6 que la mutacion, en principio, no

afectaba al desarrollo reproductivo de las plantas.

Figura 32. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo) provenientes de plantas
wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 1415 ETMM. Escala indicada en la esquina inferior
derecha de cada imagen.

4.3.3. Analisis de modo de herencia

Para conocer el modo de herencia de la mutacién que porta la linea 1415 ETMM se
analiz6 la segregacion entre individuos wild type y mutantes, realizando un semillero en
condiciones in vitro. Como se puede ver en la Tabla 3, los datos se ajustaban a una
segregacion 3:1 wild type-mutante, de acuerdo con el y* < 3,84, con 1 grado de libertad y
p < 0,05. Gracias al > de homogeneidad, los datos de todos los experimentos se pudieron

agrupar, por ser menor de 7,82, con 3 grados de libertad y p < 0,05.
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Tabla 3. Analisis de la segregacion del modo de herencia del fenotipo mutante presente en la linea 1415
ETMM.

TG2 Segregacion WT M Total i
. Observada 19 5 24
Experimento 1
Esperada (3:1) 18 6 24 0,22
. Observada 13 6 19
Experimento 2
Esperada (3:1) 14,25 4,75 19 0,44
. Observada 11 4 15
Experimento 3
Esperada (3:1) 11,25 3,75 15 0,02
. Observada 13 3 16
Experimento 4
Esperada (3:1) 12 4 16 0,33
Observada 53 18 71
Datos agrupados ?
Esperada (3:1) 53,25 17,75 71 0
%% 191 (p<0,05) < 3,84. ) x*H3qi (p<005) 0,81 < 9,49

Tras analizar la segregacion en una de las TG3 obtenidas a partir de plantas WT se
comprobd, como era de esperar, que se ajustaba a una segregacion 3 WT: 1 M (¥ 0,65 <
3,84), segregacion caracteristica de la descendencia de una planta hemizigota para la

mutacion.

4.3.4. Analisis del nUmero de insertos

Con el fin de analizar el nimero de insertos presentes en los individuos de la linea, se
cultivaron explantes de hipocétilo de plantas TG2 pertenecientes a la linea 1415 ETMM
en medio ¢. Pasados 28 dias, se contabiliz6 el nimero de plantas resistentes y sensibles a

la kanamicina.

Como se puede ver en la Tabla 4, la segregacién se ajustaba a una distribucion 3:1
resistentes-sensibles, segtin un ¥ < 3,84, con 1 grado de libertad y p < 0,05. Por ello se
puede decir que en la linea 1415 ETMM hay presente un Unico inserto de la construccion

con la que se transformd.

Tabla 4. Analisis de la segregacion de la resistencia a la kanamicina, para conocer el nimero de insertos
presentes en la linea 1415 ETMM.

TG2 Segregacion Resistente Sensible Total a
Observada 10 2 12
Esperada (3:1) 9 3 12 0,44

Experimento 1

¥ 1491 (p<005) < 3,84
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4.3.5. Analisis de cosegregacion

Para saber si existia fendmeno de cosegregacion entre inserto y mutacion, se comprobd
si alguno de los explantes sensibles a la kanamicina detectados en el paso anterior
pertenecian a plantas mutantes de la linea 1415 ETMM. Efectivamente, se vio la
existencia de una planta mutante sensible a la kanamicina, por lo que se descarto la

cosegregacion en esta linea.

Por ello se puede afirmar que la mutacion que porta la linea 1415 ETMM y que es
responsable del fenotipo caracteristico no se debe al inserto, sino a un caso de variacion
somaclonal ocurrida durante el proceso inicial de regeneracién adventicia para la
obtencion de la linea. Debido a esto, se realizd el cruce sexual entre la planta mutante
sensible y polen de S. pimpinellifolium, para obtener una poblacién F2 segregante en la

que poder identificar la mutacion mediante mapeo por secuenciacion.

4.4. 2059 ETMM

La linea mutante 2059 ETMM ya habia sido parcialmente descrita por Praena-Tamayo
(2017), Jaquez-Gutiérrez et al. (2019) y Peralta (2021). Se habia determinado que los

individuos mutantes presentaban un menor tamafio que las plantas wild type, tanto en
condiciones in vitro como en condiciones in vivo, donde la longitud media de los
entrenudos era también menor. Ademas, se apuntaba que los callos organogénicos
formados a partir de explantes de cotiledon no eran capaces de generar yemas adventicias,
por lo que tenian afectada su via de regeneracion. Por ultimo, se sefialaba que el fenotipo
mutante tenia un modo de herencia recesivo, solo habia presente un inserto y la mutacion

no se debia a este, al no existir fendmeno de cosegregacion.

En este caso mi labor fue la mejora del fenotipado existente y la obtencion del material
necesario para abordar la clonacién del gen responsable de la mutacion mediante mapeo

por secuenciacion. Para ello se realizaron los siguientes experimentos.
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4.4.1. Fenotipado in vitro

Para comprobar el menor desarrollo de las plantas mutantes en condiciones in vitro, se
realizd un semillero con semillas provenientes de una planta mutante detectada
anteriormente y pertenecientes a una TG4. Como se puede ver en la Figura 33,
efectivamente las plantas mutantes analizadas se caracterizaban por su menor desarrollo
vegetativo, lo que resultaba en un menor crecimiento de la parte aérea. Un efecto
inesperado de la mutacion que se detecto en el cultivo a largo plazo en condiciones
axénicas fue un mayor tiempo de supervivencia, ya que como se puede ver en la Figura
33D, las plantas mutantes seguian manteniéndose verdes y con signos de crecimiento tras
162 tras el subcultivo en el medio, mientras que los controles wild type ya mostraban

signos de senescencia, como se puede ver por su coloracion amarillenta y desecamiento.

Figura 33. Desarrollo en condiciones in vitro de plantas wild type (WT) y mutantes (M). A) 15 dias tras el
subcultivo. B) 30 dias tras el subcultivo. C) 54 dias tras el subcultivo. D) 162 dias tras el subcultivo. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Por otro lado, también se quiso confirmar la alteracion en la capacidad de regeneracion
que se detectd en un primer momento. Para ello, se cultivaron de nuevo explantes de
cotileddn de plantas wild type y mutantes provenientes de semilla mutante en medio IKZ.

Tras 30 dias en este medio, se observo como los explantes mutantes si que eran capaces
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de formar callo organogénico de forma aparentemente similar a los explantes wild type
(Figura 34A). Estos callos organogénicos se individualizaron y subcultivaron en medio
IK, con el fin de que los &pices y brotes formados pudieran desarrollarse y elongar. Tras
22 dias, se vio como mientras que los brotes de explantes wild type eran capaces de
elongar correctamente, los de los mutantes permanecian de un tamafio menor (Figura
34B). Por lo tanto, aunque los brotes mutantes eran capaces de elongar, lo hacian poco,
algo que concuerda con el fenotipo caracteristico de la linea 2059 ETMM. Finalmente,
los apices meristematicos de los brotes se subcultivaron en medio MB3 para saber si el
proceso de regeneracion alteraba de alguna forma el fenotipo de la linea. Tras 36 dias en
este medio, los explantes mutantes seguian siendo de menor tamafio que los wild type,
como se ve en la Figura 34C, por lo que se mantenia el fenotipo y el proceso de

regeneracion no causaba la reversion de la mutacion.

Figura 34. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledon de plantas wild
type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM. A) Tras 30 dias en medio IKZ. B) Tras
22 dias en medio IK. C) Tras 36 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
imagen.

4.4.2. Fenotipado in vivo

También se quiso corroborar lo observado anteriormente en condiciones in vivo. Se
realizé un semillero con semillas TG4 provenientes de plantas mutantes de la linea 2059,
con el fin de confirmar el fenotipo. Como se puede ver en la Figura 35, durante todo el
desarrollo en el invernadero, las plantas mutantes presentaron una menor elongacién de

la parte aérea, lo que causo6 que fueran de menor tamafio al tener un tallo mas corto.
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Figura 35. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM en
condiciones de invernadero. A) 15 dias tras la germinacion. B) 37 dias tras la germinacion. C) 59 dias tras
la germinacion. D) 91 dias tras la germinacion. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
imagen.

Ademas, también se aclimataron plantas para saber si mantenian el fenotipo observado y
caracteristico de la linea. En este caso, como se observa en la Figura 36, los resultados
no fueron los esperados, ya que las plantas mutantes aclimatadas mostraron un tamafio
aparentemente similar a las plantas wild type. Lo que si que se observo es que la longitud
del entrenudo era aparentemente mas pequefia en el caso de los individuos mutantes, lo

que seria acorde al fenotipo descrito anteriormente (Figura 36D).
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Figura 36. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM en
el invernadero. A) 31 dias tras la aclimatacién. B) 59 dias tras la aclimatacion. C) 68 dias tras la
aclimatacion. D) Detalle de la distancia entrenudos. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada
imagen.

Finalmente, se quiso comprobar si la linea 2059 ETMM tenia alguna alteracion del
proceso reproductivo. Para ello se compararon flores en estadio de antesis y frutos
maduros procedentes de plantas wild type y mutantes pertenecientes a la linea. Como se
recoge en la Figura 37, en ambos casos el fenotipo era similar, lo que llevé a afirmar que
la linea 2059 ETMM no presentaba mutaciones que afectaran a las estructuras

reproductivas de la planta.

Figura 37. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo) de plantas wild type
(WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2059 ETMM. Escala indicada en la esquina inferior derecha
de cada imagen.
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4.4.3. Analisis de cosegregacion

Se confirmé la ausencia del fendmeno de cosegregacion entre inserto y mutacion al
detectar 4 plantas mutantes sensibles a la kanamicina tras cultivar en medio € explantes
de hipocotilo durante 28 dias. Esto permite decir que la mutacién causante del fenotipo
observado no se debe al inserto que porta la linea 2059 ETMM, sino que es debida
probablemente al proceso de regeneracion adventicia inicial realizado para obtener las
plantas mutantes, tras la transformacion de los explantes con la construccion génica. Esta

mutacion estaria ocasionada por un caso de variacion somaclonal.

Es por ello por lo que se realizd el cruce sexual entre un individuo mutante sensible
perteneciente a la linea 2059 ETMM vy polen proveniente de S. pimpinellifolium, con el
fin de obtener las plantas F1. Se extrajeron las semillas y se germinaron en condiciones
axénicas. Posteriormente se subcultivaron en medio MB3 para que los 4pices
meristematicos pudieran desarrollarse. Finalmente, se aclimataron a condiciones in vivo,
para poder obtener los frutos y recoger las semillas que den lugar a la F2. El Gltimo paso
seria germinar estas, para poder identificar plantas wild type y mutantes y congelar
muestras de cada una, lo que permitiria realizar un mapeo por secuenciacion para la

identificacion de la mutacion y saber asi a que gen afecta.

4.5. 2099 ETMM

Praena-Tamayo (2017) habia comenzado previamente el analisis parcial de la linea 2099

ETMM, apuntando a que el fenotipo caracteristico de la misma seria un tamafo inferior
al de plantas wild type, con un entrenudo de menor longitud. Este fenotipo también se
repetia en plantas cultivadas en condiciones in vivo, obteniendo mutantes con un menor
porte. El analisis del modo de herencia de la mutacién apunt6 a que existe un fenémeno
de subletalidad que se traduce en la obtencion de un menor nimero de individuos
mutantes cuando se realizan pruebas de segregacion de fenotipo. Por otro lado, también

se concluyo que la linea 2099 ETMM presenta solo un inserto funcional nptll.

En este caso mi labor fue la mejora del fenotipado existente, la determinacion de
existencia de cosegregacion y, en caso de que no la hubiera, la obtencion del material
necesario para abordar la clonacién del gen responsable de la mutacion mediante mapeo

por secuenciacion. Para ello se realizaron los siguientes experimentos.
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4.5.1. Fenotipado in vitro

Con el fin de confirmar el fenotipo observado inicialmente, se cultivaron plantas TG3
provenientes de semilla obtenida a partir de una planta mutante. Los explantes de apice
meristematico se cultivaron en medio MB3 para caracterizar su desarrollo. Las plantas
mutantes que se obtuvieron presentaron un menor desarrollo de la parte aérea respecto a
las plantas wild type a lo largo de todo su desarrollo en condiciones axénicas (Figura 38).
Ademas, como se observa en las Figuras 38B y 38C, las plantas mutantes tenian un

mayor nimero de hojas, haciendo que la longitud del entrenudo fuera menor.

Figura 38. Desarrollo in vitro de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2099
ETMM. A) 17 dias tras el subcultivo. B) 27 dias tras el subcultivo. C) 58 dias tras el subcultivo. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Otra caracteristica que se quiso comprobar de la linea 2099 ETMM fue su capacidad de
regeneracion adventicia, para conocer si la mutacion afectaba a este proceso. Para ello se
cultivaron explantes de cotileddn, tanto wild type como mutantes de la linea, en medio
IKZ durante 32 dias. Pasado este tiempo se vio que los explantes mutantes eran capaces
de generar de forma aparentemente similar a los wild type callo organogénico (Figura
39A). Los callos organogénicos se individualizaron y subcultivaron en medio IK, para
permitir el desarrollo de los apices y la elongacion de los brotes. Tras otros 32 dias, los
explantes mutantes presentaron una capacidad de elongacion similar a los wild type,

aungue manteniendo el menor tamafio, como se observa en la Figura 39B. Finalmente,
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los apices meristematicos de los brotes se subcultivaron en medio MB3. Pasados 28 dias,
los explantes mutantes presentaron una longitud menor que los explantes wild type
(Figura 39C), por lo que se puede afirmar que el proceso de regeneracion adventicia no
estd afectado en la linea 2099 ETMM, ademas de que este no causa la reversion del
fenotipo mutante caracteristico, pues se siguen viendo plantas mutantes de menor tamafio

que las wild type al final de este.

Figura 39. Proceso de regeneracion adventicia de explantes de cotiledén de plantas wild type (WT) y
mutantes (M) pertenecientes a la linea 2099 ETMM. A) Tras 32 dias en medio IKZ. B) Tras 32 dias en
medio IK. C) Tras 28 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

4.5.2. Fenotipado in vivo

También se quiso evaluar el desarrollo de las plantas mutantes en condiciones in vivo, por

lo que se realizd un semillero con semilla TG2.

Como se puede ver en la Figura 40, las plantas mutantes obtenidas presentaron durante
todo su crecimiento una menor longitud del tallo respecto a las plantas wild type, lo que

concuerda con lo observado en condiciones axénicas.

Figura 40. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2099 ETMM en
condiciones de invernadero. A) 49 dias tras la germinacion. B) 64 dias tras la germinacion. C) 127 dias tras
la germinacion. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Ademas, también se analiz6 el comportamiento de plantas aclimatadas, para conocer si

mantenian el fenotipo caracteristico de la linea. Efectivamente, las plantas mutantes
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aclimatadas presentaron un menor desarrollo de la parte aérea, ademas de entrenudos con

aparente menor longitud que los de plantas wild type (Figura 41).

Figura 41. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 2099 ETMM
aclimatadas a condiciones in vivo. A) 41 dias tras la aclimatacion. B) 52 dias tras la aclimatacion. Escala
indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Finalmente, se quiso saber si la mutacion causaba alguna clase de alteracion en el
desarrollo reproductivo de las plantas, por lo que se fenotiparon flores en estadio de
antesis y frutos maduros pertenecientes a plantas wild type y mutantes de la linea 2099
ETMM. En ambos casos, la apariencia fue similar (Figura 42), por lo que se determind
que la mutacién presente en las plantas no afectaba de ninguna manera al desarrollo

reproductivo.

Figura 42. Detalle de flores en estadio de antesis (arriba) y frutos maduros (abajo) pertenecientes a plantas
wild type (WT) y mutantes (M) de la linea 2099 ETMM. Escala indicada en la esquina inferior derecha de
cada imagen.
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4.5.3. Analisis de cosegregacion

Hasta este trabajo, los resultados obtenidos indicaban que no se podia descartar la
existencia del fenébmeno de cosegregacion entre inserto y fenotipo en la linea 2099

ETMM, al haberse analizado pocas plantas (Praena-Tamayo, 2017).

Para esclarecer la existencia 0 no de cosegregacion en esta linea, se cultivaron en medio
€ explantes de hipocotilo provenientes de plantas mutantes pertenecientes a cuatro TG3
diferentes de la linea 2099 ETMM. Pasados 28 dias, se detectaron un total de 13 plantas
mutantes sensibles a la kanamicina, por lo que se descarto la existencia del fendmeno de
cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante en esta linea. Por tanto,
el fenotipo observado se debe a una mutacion probablemente surgida durante el proceso

de regeneracion adventicia inicial llevado a cabo para obtener la planta TG1.

Por ello, se procedié a realizar el cruce sexual entre una planta mutante sensible a la
kanamicina perteneciente a la linea 2099 ETMM vy polen proveniente de S.
pimpinellifolium, con el fin de obtener una poblacién F2 segregante en la que poder

conocer el gen afectado mediante un mapeo por secuenciacion.

4.6.125 ETMM
La linea 125 ETMM habia sido parcialmente caracterizada por Prosper-Ortega (2018) en
el pasado, apuntando a que su fenotipo caracteristico consistia en plantas de menor
tamafo que los controles wild type, a que el modo de herencia era de tipo recesivo y a que

habia presentes al menos dos insertos nptll funcionales.

En este caso mi labor fue la mejora del fenotipado existente y la obtencion del material
necesario para abordar la clonacién del gen responsable de la mutacion mediante mapeo

por secuenciacion. Para ello se realizaron los siguientes experimentos.

4.6.1. Fenotipado in vitro

Con el fin de confirmar el fenotipo observado previamente, se cultivaron en condiciones
in vitro apices meristematicos de plantas wild type control y mutantes pertenecientes a la

linea 125 ETMM en medio MB3. Como se ve en la Figura 43, los individuos mutantes
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mostraron un menor desarrollo de la parte aérea, lo que se traducia en plantas de menor

porte que los controles.

Figura 43. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 125 ETMM en
condiciones in vitro. A) 27 dias tras el subcultivo en medio MB3. B) 44 dias tras el subcultivo en medio
MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.

Ademas, se queria saber si la mutacion tenia algun efecto sobre el proceso de regeneracion
adventicia, por lo que se cultivaron explantes de cotiledén de plantas wild type y mutantes
de lalinea 125 ETMM en medio IKZ. Tras 28 dias en este medio, se vio que los explantes
mutantes tenian una capacidad similar a los controles de generar callo organogénico
(Figura 44A). Estos callos organogénicos se individualizaron y se subcultivaron en
medio 1K, con el fin de que los apices y brotes formados pudieran desarrollarse y elongar.
Pasados 22 dias, los brotes mutantes presentaron una capacidad similar de elongacion a
los wild type, por lo que el fenotipo caracteristico de la linea de menor desarrollo de la
parte aérea no se mantuvo (Figura 44B). No obstante, los apices meristematicos de los
brotes mutantes y wild type se subcultivaron en medio MB3 con el fin de confirmar esta
pérdida de fenotipo. Tras 28 dias, los explantes mutantes presentaron un porte similar a
los controles, lo que indicaba que, aunque el proceso de regeneracion adventicia no
estuviera afectado por la mutacion, esta revertia tras el mismo (Figura 44C). También
cabe la posibilidad de que el explante mutante seleccionado para el proceso no fuera
realmente mutante, por lo que es necesario comprobar este efecto en el futuro con nuevos

experimentos de regeneracion.
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Figura 44. Desarrollo del proceso de regeneracion adventicia a partir de explantes de cotileddn de plantas
wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 125 ETMM. A) Tras 28 dias en medio IKZ. B)
Tras 22 dias en medio IK. C) Tras 28 dias en medio MB3. Escala indicada en la esquina inferior derecha
de cada imagen.

4.6.2. Fenotipado in vivo

Para saber si el fenotipo de las plantas mutantes observado en condiciones axénicas se
mantenia en las condiciones de cultivo en invernadero, se aclimataron individuos
mutantes pertenecientes a la linea 125 ETMM. Como se observa en la Figura 45, durante
todo el tiempo de cultivo en condiciones in vivo, las plantas mutantes fueron de un menor
tamafo que los controles wild type, con un menor desarrollo de la parte aérea. Por ello se
puede decir que las plantas mutantes cultivadas en condiciones in vivo presentan un
fenotipo coherente con el observado en condiciones in vitro, lo que permite afirmar que
el fenotipo caracteristico de la linea 125 ETMM esta caracterizado por una menor

elongacion del tallo de las plantas mutantes respecto a los controles wild type.

Figura 45. Desarrollo de plantas wild type (WT) y mutantes (M) pertenecientes a la linea 125 ETMM
aclimatadas a condiciones in vivo. A) Tras 58 dias en invernadero. B) Tras 77 dias en invernadero. C) Tras
96 dias en invernadero. Escala indicada en la esquina inferior derecha de cada imagen.
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4.6.3. Analisis de modo de herencia

Para confirmar el modo de herencia del fenotipo observado se realizé un semillero en
condiciones in vitro con semilla TG3 y TG4 de la linea 125 ETMM. Los apices
meristematicos de las plantulas se subcultivaron en botes con medio MB3, con el fin de
conocer si las plantas tenian fenotipo wild type o mutante y poder obtener asi la

segregacion.

Como se recoge en la Tabla 5, la segregacion del fenotipo mutante se ajustaba a una
distribucion 3:1 wild type-mutante con un x> < 3,84, con 1 grado de libertad y p < 0,05.
Por ello, se puede afirmar que la mutacion tiene un modo de herencia recesivo,

confirmando los resultados obtenidos anteriormente por Prosper-Ortega (2018).

Tabla 5. Analisis de la segregacién del modo de herencia del fenotipo mutante presente en la linea 125
ETMM.

TG3/TG4 Segregacion WT M Total i

Observada 14 10 24

125-2
Esperada (3:1) 18 6 24 3,56
Observada 11 4 15

125-2-2
Esperada (3:1) 11,25 3,75 15 0,02
Observada 18 6 24

125-2-4
Esperada (3:1) 18 6 24 0
Observada 25 6 31

125-2-16
Esperada (3:1) 23,25 7,75 31 0,53

¥ 1g1 (p<005) < 3,84

4.6.4. Analisis del niUmero de insertos y cosegregacion

Ademas de conocer el modo de herencia del fenotipo observado en la linea 125 ETMM,
también se quiso saber el nimero de insertos que portaban los individuos, por lo que se
cultivaron explantes de hipocotilo de plantas pertenecientes a varias TG4 en medio €
durante 28 dias. Pasado este tiempo, se anoto la segregacion de resistencia a la kanamicina

de los explantes (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis de la segregacién de la resistencia a la kanamicina, para conocer el nimero de insertos
presentes en la linea 125 ETMM.

TG4 Segregacion Resistente Sensible Total 1

Observada 15 0 15

125-2-2 Esperada (3:1) 11,25 3,75 15 5
Esperada (15:1) 14,06 0,94 15 1
Observada 24 0 24

125-2-4 Esperada (3:1) 18 6 24 )
Esperada (15:1) 22,5 1,5 24 1,6
Observada 21 0 21

125-2-16 Esperada (3:1) 15,75 5,25 21 7
Esperada (15:1) 19,69 1,31 21 1,4

X 191 (p <005 < 3,84

En este caso, al no disponer de semillas segregantes para la resistencia a la kanamicina,

no se pudo determinar el nimero de insertos con fiabilidad ya que esta circunstancia es

explicable tanto por la insercion de dos o mas insertos como por la fijacion en

homozigosis de uno de ellos. En el futuro se van a realizar retrocruces con plantas wild

type para tratar de obtener poblaciones segregantes y asi determinar tanto el nimero de

insertos como la existencia de cosegregacion entre uno de estos insertos y el fenotipo

mutante.
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5. Discusion

En primer lugar, queda patente que el método de transformacion puesto a punto por
nuestro grupo es adecuado para la obtencion de plantas de tomate que puedan ser
analizadas en un programa de mutagénesis insercional. De hecho, en el grupo de
investigacion se han conseguido generar mas de 7.000 lineas T-DNA entre tomate y
especies silvestres relacionadas, como S. pimpinellifolium, S. pennellii 0 S. galapaguense
(Atares et al., 2011; Pérez-Martin et al., 2017). Los protocolos puestos a punto para la
transformacion de estas especies han llegado a tener eficiencias (nimero de plantas
transgénicas diploides por cada 100 explantes transformados) superiores al 25% en
tomate y al 100% en algunas especies silvestres, o que permite obtener gran cantidad de
lineas con las que poder abordar un programa de mutagénesis. Ademas, gracias al
escrutinio de estas lineas se ha obtenido una pequefia coleccion de mutantes afectados en
el tamafio de su parte aérea que nos puede conducir a entender mejor los mecanismos
bioldgicos y genes que controlan este carcter tan importante desde un punto de vista

aplicado.

La ventaja que aporta el cultivo in vitro a la hora de poder evaluar poblaciones
mutagenizadas es la facilidad de tener un elevado nimero de individuos agrupados en un
espacio relativamente pequefio y con unas condiciones ambientales de crecimiento
perfectamente controladas. Todo esto hace que los experimentos sean altamente
reproducibles. Ademas, como las plantas se encuentran creciendo en un medio axénico,
se evitan problemas de enfermedades y plagas que pueden aparecer cuando se cultivan en
un invernadero, por ejemplo. El cultivo in vitro también permite la multiplicacion a gran
escala del material vegetal con el que se trabaja, ya que permite su clonacion mediante el
subcultivo de los apices meristematicos y las yemas axilares. Esto permite evaluar el
fenotipo a lo largo del tiempo y ver si es consistente, facilitando la asignacién de la
caracteristica principal afectada en cada linea. Finalmente, el cultivo in vitro permite
determinar procesos que no se podrian conocer facilmente de otro modo, como la
capacidad de regeneracion de los explantes o la formacién de raices adventicias (Sanchez-
Lopez et al., 2021).

A pesar de todo lo anterior, cuando se quiere caracterizar una linea mutante afectada en
el tamafio de la parte aérea no solo se puede depender de las técnicas de cultivo in vitro,

sino que hay que complementarlas con el crecimiento de las plantas en condiciones in
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vivo. En algunas ocasiones, al cultivar los mutantes en el invernadero, el fenotipo
caracteristico de la linea se observa de forma mas rapida y clara, como es el caso de la
linea 2114 ETMM, donde las plantas afectadas por la mutaciéon mostraban un menor
crecimiento desde el momento de la germinacién. Ademas, el cultivo in vivo permite
analizar el desarrollo reproductivo y, como en el caso de la linea 1372 ETMM, otros
caracteres como la presencia de clorosis en los foliolos que no era perceptible cuando las
plantas se cultivaban in vitro. En definitiva, ambos tipos de evaluaciones fenotipicas son
compatibles y complementarias a la hora de realizar un fenotipado exhaustivo de un

mutante afectado en el desarrollo de la parte aérea.

Como se ve en el apartado de resultados, de las seis lineas presentadas, solo en el caso de
la 125 ETMM podria darse el caso de que exista fendmeno de cosegregacion entre el
inserto nptll funcional y la mutacién causante del fenotipo. Por lo tanto, en las cinco
lineas restantes (1372 ETMM, 2114 ETMM, 1415 ETMM, 2059 ETMM y 2099ETMM)
las mutaciones causantes del fenotipo estarian originadas por un evento de insercion
parcial de un T-DNA o del cuerpo del vector (en ese caso las plantas mutantes serian
sensibles a la kanamicina) o, mas probablemente, por variacion somaclonal ocurrida
durante el proceso de regeneracion adventicia inicial llevado a cabo para obtener las
plantas transgénicas.

La variacion somaclonal fue definida por Larkin y Scowcroft (1981) como la variacion
que surge a partir de los cultivos de células y tejidos, por lo que un variante somaclonal,
0 somaclon, seria aquella planta surgida a partir de cualquier tipo de cultivo de tejidos
que presenta alguna diferencia respecto del material de partida. A pesar de que en un
primer momento se consideraba un efecto negativo del cultivo in vitro, por querer obtener
siempre una multiplicacién clonal de plantas genéticamente uniformes, la variacion
somaclonal resulta muy util en la mejora de cultivos, permitiendo aumentar la variabilidad
intraespecifica como otros métodos de mutagénesis por agentes fisicos, como las
radiaciones, o quimicos. Se considera que la variacién somaclonal tiene dos origenes ya
que puede hacer aflorar variabilidad preexistente en el material de partida al regenerar
plantas a partir de células del explante o puede surgir de novo durante el proceso de
regeneracion. Se ha comprobado que el uso de explantes provenientes de tejidos
diferenciados, es decir, sin meristemos, y el incremento del nimero de subcultivos y de
su duracion incrementa la frecuencia de aparicion de variantes somaclonales (Bairu et al.,

2011). Entre los cambios que se pueden dar en estos variantes somaclonales se han
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identificado la modificacion en el nimero y la estructura de los cromosomas, la mutacién
o duplicacion de algun gen, cambios en los patrones de metilacion y la activacion de
elementos transponibles (Bhojwani & Dantu, 2013).

La obtencion de un mutante insercional, es decir, producido por la integracion de un
inserto de T-DNA en el gen afectado, aporta la ventaja de dejar el gen responsable
etiquetado por un fragmento de ADN de secuencia conocida, lo que facilita enormemente
la identificacion de este gracias a técnicas como la Anchor-PCR o la TAIL-PCR. El
resultado obtenido en este trabajo, donde uno de los seis mutantes analizados podria
presentar cosegregacion, es bastante extrapolable a los que esté teniendo en su conjunto
el programa de mutagénesis insercional. En total, Unicamente el 15% de los mutantes
identificados presentan cosegregacion con un inserto de T-DNA que confiera resistencia
a la kanamicina. Este resultado, pese a ser negativo en términos de eficiencia a la hora de
identificar los genes responsables de los fenotipos mutantes, no supone un obstaculo
insalvable. De hecho, en otros programas de mutagénesis similares, estos ratios de
cosegregacion son incluso inferiores a los obtenidos en nuestros materiales, ya que se han
registrado valores del 10% en una coleccidn de mutantes de Arabidopsis (van Lijsebettens
etal., 1991) o del 1,4% en arroz (A. H. Li et al., 2006).

Todas las plantas mutantes analizadas presentaron una menor longitud del tallo respecto
a los controles wild type, por lo que se determind que el fenotipo caracteristico de estas
era la menor elongacién del tallo. En el caso de la linea 2059 ETMM también se detect6
cierta dificultad para llevar a cabo el proceso de regeneracién adventicia, debido a que
los callos organogénicos aparentemente formaban un menor nimero de estructuras que
los controles y estas se desarrollaban mas lento. No obstante, para poder afirmar que este
hecho es propio de la linea y que no se debe a efectos del medio de cultivo, es necesario
repetir los experimentos de regeneracion en el futuro con un mayor nimero de individuos
mutantes. En algunas lineas también se observd la presencia de entrenudos con una menor
longitud que los de las plantas wild type, como es el caso de las lineas 1372 ETMM y
2114 ETMM vy aparentemente en la linea 2099 ETMM.

Pese a no haber logrado identificar cuales son los genes responsables de estas mutaciones,
una posible explicacion que se le puede dar al fenotipo observado es la alteracion en los
niveles de hormonas endogenas relacionadas con la elongacion del tallo, como pueden

ser las giberelinas y los brasinoesteroides.
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Las giberelinas son un grupo de hormonas vegetales diterpénicas que controlan diversos
procesos en las plantas, como la germinacion de las semillas o la elongacion del tallo. A
pesar de que existen gran variedad de giberelinas, las formas bioactivas presentes en las
plantas son GA1 y GA4 que son detectadas por parte del receptor soluble GID1 en las
células. Existe un mecanismo de regulacion negativa llevado a cabo por parte de las
proteinas DELLA que, en ausencia de giberelinas, impiden que se lleven a cabo las
respuestas desencadenadas por este tipo de hormonas, bloqueando la actividad de
diversos factores de transcripcion. En cambio, cuando el receptor GID1 se une a las
giberelinas, se produce la union de las proteinas DELLA con este, lo que lleva a su
degradacion mediante el proteasoma y se desbloquean las respuestas celulares
desencadenadas por giberelinas (Yamaguchi, 2008).

Se conocen varios casos de especies vegetales en los que una mutacion que afecta a la via
de biosintesis de las giberelinas o a su via de sefializacion causa la aparicion de un
fenotipo compacto o enano. Ejemplos de esto serian plantas enanas de maiz, guisante y
Arabidopsis originadas por una mutacion en uno de los genes de biosintesis de giberelinas
activas (Hedden & Sponsel, 2015). El otro caso serian plantas capaces de producir unos
niveles adecuados de giberelinas para activar las respuestas, pero que no pueden
responder a ellos, por alteraciones en la percepcién o transduccidn de la sefial. Una forma
de distinguir entre ambos tipos de mutacion seria la aplicacién de giberelinas exdgenas,
ya que los mutantes de biosintesis podrian revertir el fenotipo enano, mientras que los de
sefializacion permanecerian inmutables (Daviére & Achard, 2013). Existe en bibliografia
mutantes de tomate con un menor tamafio que los controles wild type afectados en la ruta
de las giberelinas y que presentan un fenotipo similar al observado en las lineas del
trabajo, lo que apoyaria que estas presentaran alguna mutacion relativa a estas hormonas
(Tomlinson et al., 2019).

Un ejemplo claro de la ventaja que presentan las plantas con un menor porte de la parte
aérea es la Revolucion Verde que tuvo lugar en los afios 60. La creacion de variedades
enanas por una mutacion en la via de las giberelinas (en concreto proteinas DELLA que
no eran inactivadas por accion de GID1 activo por las giberelinas) permitié incrementar
el rendimiento de los campos de cereal, al poder aplicar una mayor concentracion de
fertilizantes nitrogenados sin que esto derivara en una mayor elongacion del tallo. De esta

forma, la obtencion de variedades de tomate de menor porte, pero con la misma
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arquitectura, podria conllevar ventajas similares, al permitir un mejor aprovechamiento

de la fertilizacion, asi como del espacio de cultivo (Daviere & Achard, 2013).

Dentro del tomate, un caso famoso de variedad enana es el tomate Micro Tom, altamente
utilizado en la investigacion. Esta variedad presenta tres mutaciones en los genes SELF-
PRUNING, DWARF y MINIATURE, lo que resulta en una planta de menor porte con una
menor distancia entrenudos. El segundo gen estd relacionado con la sintesis de
brasinoesteroides, otro grupo de hormonas vegetales relacionadas con el crecimiento
vegetativo. La mutacion que porta la variedad Micro Tom hace que la sintesis de
brasinoesteroides sea deficiente (Marti et al., 2006). Por ello, podria ser interesante
estudiar también en las lineas con menor desarrollo vegetativo si la concentracion de estas
hormonas es diferentes respecto de los controles, 1o que permitiria una caracterizacion
mas exacta del fenotipo observado, y ayudaria a acotar el gen que puede estar afectado

por la mutacion originada posiblemente por variacién somaclonal.

Finalmente, seria interesante dar alguna posible explicacion a la clorosis observada en los
foliolos de las plantas mutantes pertenecientes a la linea 1372 ETMM. Una causa de que
este fenotipo solo sea visto durante el cultivo en condiciones de invernadero podria estar
relacionada con que las plantas que crecen en condiciones in vitro se encontrarian en un
medio mas controlado y que favoreceria su desarrollo, al no tener que depender
exclusivamente de su capacidad fotosintética. En cambio, cuando crecen in vivo, y dado
que las condiciones ambientales del invernadero son diferentes, presentarian el fenotipo
clorético. La clorosis es un fenémeno dado por una menor concentracién de clorofila en
las hojas, lo que hace que estas adquieran una coloracion méas amarillenta. Esto concuerda
con las diferencias significativas en el contenido de clorofila A y B detectadas en los
foliolos de las plantas mutantes pertenecientes a la linea 1372 ETMM respecto de los
controles wild type. La ruta de biosintesis de clorofila estd compartida en sus primeros
pasos con la biosintesis de giberelinas, lo que podria tener relacién con el fenotipo
caracteristico de la linea 1372 ETMM, al ser las plantas mutantes tanto mas pequefias
como cloroticas. En este sentido, se ha descubierto que la sobreexpresion del gen SIRBZ
de tomate causa plantas enanas y cloroticas, debido a fallos en la formacion de los

cloroplastos (Fan et al., 2016).

Como posibles experimentos a corto plazo con estos mutantes, seria interesante, ademas
de identificar el gen mutado, realizar una cuantificacion de los niveles de giberelinas
enddgenas, con el fin de determinar si la mutacion afecta realmente a este tipo de
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hormonas. Ademas, también se podrian aplicar giberelinas exdgenas y observar si se
produce una reversion del fenotipo, para saber si la mutacion afecta a la biosintesis o
sefializacion (siempre y cuando antes se haya comprobado que la mutacidon esta
relacionada con estas hormonas). Estos podrian ser alguno de los experimentos futuros a
realizar con estas lineas y que permitirian caracterizarlas mejor. Ademas de estos
experimentos, también seria factible realizar cruces entre las diferentes lineas de T-DNA
para ver si las mutaciones son alélicas. Para ello, Gnicamente habria que cruzarlos entre
si y ver si la descendencia presenta fenotipo mutante (las mutaciones son alélicas) o wild

type (los genes afectados son diferentes).
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6. Conclusiones

Tras realizar este Trabajo de Fin de Master, las conclusiones que se pueden sacar de él

son las siguientes:

Se ha caracterizado el fenotipo, tanto en condiciones in vitro como in vivo, de
plantas mutantes pertenecientes a las lineas 1372 ETMM, 2114 ETMM y 1415
ETMM. Ademas, se ha confirmado el fenotipo, también en ambas condiciones,
de las lineas 2059 ETMM, 2099 ETMM y 125 ETMM. Todas presentaban en
comUn un menor desarrollo de la parte aérea, caracterizado por una menor
elongacion del tallo respecto de los controles wild type.

En la linea 1372 ETMM se ha determinado que los mutantes no presentan fallos
en el proceso de regeneracidn adventicia ni de enraizamiento adventicio, que los
entrenudos tienen una longitud significativamente menor que en el caso de los
wild type y que los foliolos en condiciones de crecimiento in vivo presentan un
patron clorético caracteristico por un contenido significativamente menor de
clorofila A y B. Ademas, se ha descubierto que no existe fenomeno de
cosegregacion entre el inserto y la mutacion, por lo que el fenotipo observado se
debe posiblemente a un caso de variacion somaclonal.

En lalinea 2114 ETMM se ha visto que los mutantes no presentan alteraciones en
el proceso de regeneracion adventicia ni de enraizamiento adventicio, ademas de
que hay una longitud significativamente menor de los entrenudos. La mutacion de
la linea no se debe al inserto, sino posiblemente a un evento de variacion
somaclonal, al no haber fendbmeno de cosegregacion entre inserto y mutacion.

En la linea 1415 ETMM no hay defectos en el proceso de regeneracién adventicia.
La mutacion tiene un modo de herencia recesivo, presenta un inserto nptll
funcional y no hay fendbmeno de cosegregacion entre el inserto y la mutacion, por
lo que esta se debe probablemente a un caso de variacion somaclonal ocurrido
durante la regeneracion adventicia inicial para obtener la linea.

Se ha confirmado que la linea 2059 ETMM presenta cierta capacidad de
regeneracion adventicia, contrariamente a lo observado en anteriores trabajos.
También se ha demostrado la ausencia de cosegregacion entre el inserto y la

mutacion.
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En la linea 2099 ETMM se ha corroborado que los mutantes presentan una
capacidad similar de regeneracion adventicia que los controles. Ademas, se ha
verificado la ausencia del fendbmeno de cosegregacion entre inserto y mutacion.

En la linea 125 ETMM se ha confirmado la capacidad inalterada de regeneracion
adventicia de los mutantes, aunque tras el proceso, estos pierden el fenotipo
mutante caracteristico. Se ha demostrado el modo de herencia recesivo de la
mutacién, aunque no se ha podido corroborar la presencia de méas de un inserto
nptll funcional y el fendomeno de cosegregacion por no disponer de semilla

segregante para la resistencia a la kanamicina.
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Anexo I. Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible de la Agenda 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenible

Alto

Medio

Bajo

No procede

ODS 1. Fin de la pobreza.

X

ODS 2. Hambre cero.

ODS 3. Salud y bienestar.

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. lIgualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no

contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y

crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e

infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las

desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades
sostenibles.

ODS 12. Produccion y consumo

responsables.

ODS 13. Accion por el clima.

ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas

terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones

solidas.

ODS 17. Alianzas para lograr
objetivos.




Descripcion de la alineacion del Trabajo de Fin de Master con los ODS con un grado de

relacion més alto.

Este Trabajo de Fin de Master tiene una alta alineacion con el ODS 2 de hambre cero, ya
que las mejoras de los cultivos, en especial el tomate, una hortaliza altamente consumida
a nivel mundial, favorece una mayor produccién, y por tanto, un mejor acceso a los
alimentos. Ademas, la identificacion de genes concretos, relacionados con el desarrollo
de la planta o la resistencia a diferentes condiciones ambientales puede facilitar que las
poblaciones y grupos menos favorecidos tengan un mejor acceso a los recursos,

eliminando los problemas de alimentacidn que suelen tener asociados.

Junto con el ODS anterior también va el ODS 1 de fin de la pobreza, ya que una mejora
en los cultivos permite un acceso mas justo a todas las personas, en especial para las que
pertenecen a los grupos menos favorecidos. Si se proporcionan de forma desinteresada
cultivos mejorados para condiciones climaticas adversas y con unas condiciones de
crecimiento incrementadas a grupos y poblaciones con menos recursos se puede favorecer
su incorporacion al sistema econémico, al dotarles de herramientas que permitan una

competicion mas justa con los sistemas de produccion establecidos.

El Trabajo de Fin de Master también se puede alinear con los ODS 9 de industria,
innovacion e infraestructuras, 11 de ciudades y comunidades sostenibles, 12 de
produccion y consumo responsable y 13 de accidon por el clima. La investigacién en la
mejora de los cultivos es un elemento clave en la agricultura y la innovacion para la
obtencion de nuevas variedades. La caracterizacion de genes de cultivos tan importantes
como el tomate puede ayudar a obtener variedades mas sostenibles, que requieran un
menor uso de recursos hidricos y aplicacién de una menor cantidad de productos
fitosanitarios, ademas de su cultivo en zonas afectadas por el cambio climético. Esto
también puede ayudar a crear ciudades y comunidades mas sostenibles, en las que se
puedan cultivar un mayor numero de productos, favoreciendo la aparicion de huertos
urbanos, por ejemplo, y aumentando el nimero de cultivos de kilémetro 0, reduciendo

también asi las emisiones de gases de efecto invernadero.

Finalmente, respecto al ODS 15 de vida de los ecosistemas terrestres, la obtencion de
variedades de con un menor porte pero una capacidad similar de fructificacion puede
favorecer un mejor aprovechamiento de las tierras de cultivo, haciendo que se necesiten

tierras de cultivo de un tamafio menor para una misma produccion. De esta forma, se



pueden respetar mejor los ecosistemas terrestres, al no tener que usar parte de su extension

para tierras de cultivo.



