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ABREVIATURAS

GAs Giberelinas

BR Brasinosteroides

ICI Imperial Chemical Industries

UCLA University of California, Los Angeles

GAs C-19 giberelinas de 19 carbonos

GAs C-20 giberelinas de 20 carbonos

GGDP GeranilGeranil Difosfato

IPP Isopentenil Difosfato

CPS ent-copalil difosfato sintasa

KS ent-kaureno sintasa

KO ent-kaureno oxidasa

KAO acido ent-kaurenoico oxidasa

GA3ox 3B-oxidasa de giberelinas

GA20x 2B-oxidasa de giberelinas

GA13o0x 13-oxidasa de giberelinas

GA200x 20-oxidasa de giberelinas

C19-GA20x enzimas GA2ox que actuan sobre GAs de 19 carbonos
C20-GA20x enzimas GA20ox que actuan sobre GAs de 20 carbonos
GAMT Giberelin Metil Transferasas

GID1 receptor de GAs Del inglés Gibberellin Insensitive Dwarf-1
LAB 198999 etil éster acido carboxilico 3,5-dioxi-4-butiril-ciclohexano
PCB Paclobutrazol

MT cultivar Micro-Tom

DCL del inglés Dicer Like

AGO del inglés Argonaute

RISC del inglés RNA-Induced Silencing Complex

RNA Acido ribonucleico

mRNA Acido ribonucleico mensajero

RNAdc Acido ribonucleico de doble cadena

RNAdc?**™ Acido ribonucleico de doble cadena de longitud entre 21 y 24 nucleétidos
RNAsc Acido ribonucleico de simple cadena

shRNA del inglés short hairpin RNA

miRNA del inglés micro RNA

pre-miRNA precursor del micro RNA

amiRNA del inglés artificial micro RNA

UTR region no traducida de un del inglés Untranslated Region
SAM meristemo apical del tallo del inglés Shoot Apical Meristem
MI meristemo inflorescente

MS meristemo simpodial

HT hoja terminal

QTL del inglés Quantitative Trait Loci

CMP células madre del polen

nt nucledtidos

pb pares de bases

kb kilobase

oC grados centigrados

nm nanémetro

Km micréometro

mm milimetros

cm centimetros

r.p.m. revoluciones por minuto

% porcentaje
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MF microfaradio

Q Ohmio

V Voltio

kV kilovoltio

ng nanogramo

HE microgramo

mg miligramo

g gramo

FW peso fresco del inglés Fresh Weight

uL microlitro

mL mililitro

L litro

KM micromolar

mM milimolar

M Molar

s segundo

min minuto

h hora

DNA &cido desoxirribonucleico

dNTPs desoxinucledétidos trifosfato

PCR del inglés Polymerase Chain Reaction

RT-PCR del inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
RT-qPCR del inglés Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction
cDNA DNA complementario

EDTA etilen-diamino-tetraacetato sddico

cv cultivar

GA; Acido giberélico

Tris 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol

LB Luria Bertani (medio de cultivo bacteriano)

MS Murashige y Skoog (medio de cultivo de plantas)
MG medio de germinacién

ME medio de enraizamiento

IAA acido indolacético

IKZ de IAA, kinetina y zeatina

TG1 primera generacion de plantas transgénicas
nptll gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa
dpa dias post antesis

GC-MS cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas del inglés Gas Chromatography

Mass Spectrometry

LC-MS cromatografia liquida acoplada a espectometria de masas del inglés Liquid Chromatography

Mass Spectrometry
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RESUMEN

Las giberelinas (GAs) son hormonas vegetales que regulan diversos procesos del desarrollo
vegetativo y reproductivo de las plantas. Los niveles de GAs activas estan regulados
principalmente por enzimas de biosintesis como las GA 20-oxidasas (GA200x) y GA 3-
oxidasas (GA30x) y por enzimas de catabolismo como las GA 2-oxidasas (GA20xs). En tomate
(Solanum lycopersicum L.) las GA2oxs estan codificadas por una familia multigénica de 5
miembros, SIGA20x. El objetivo principal de nuestro trabajo es estudiar el papel de los genes
SIGA20x en el desarrollo de tomate. Para determinar como estdn regulados estos genes
estudiamos su patrén de expresion en tejidos vegetativos y reproductivos de tomate y en
respuesta a variaciones en los niveles endégenos de GAs. Se observo que los genes SIGA20x
tienen un alto grado de redundancia y que, en plantulas, no son inducibles por GAs. Los genes
con mayores niveles de expresion en los tejidos vegetativos resultaron ser los genes SIGA20x3, -
4 y -5 mientras que los genes SIGA20x1 y SIGA20x2 parecen ser importantes en el control del
crecimiento del ovario ya que estan reprimidos en ovarios polinizados en crecimiento y se
inducen en ovarios no fertilizados.

Para estudiar la funcién de estos genes en el desarrollo de la planta se empled un abordaje de
genética reversa usando silenciamiento génico post-transcripcional multiple y simple. Para el
silenciamiento multiple se us6 una construccion de tipo horquilla con una secuencia quimérica
homdloga a los cinco genes (ShRNA20x) y para el silenciamiento del gen SIGA20x1 se uso una
construccion de tipo micro-RNA artificial (amiRNA2o0x1). Ambas construcciones indujeron el
silenciamiento, siendo éste mas eficiente cuanto mas abundante es el mensajero diana. El
silenciamiento mdaltiple inducido por la construccion 35S::shRNA2ox provocd un incremento
significativo de los niveles de la giberelina activa GA, en ovarios. Ademas, los ovarios no
fertilizados crecian mucho mas en las plantas transgénicas que en las plantas silvestres (al
menos 30 veces mas) y presentaban cierto grado de capacidad partenocarpica que no poseian las
plantas silvestres, desarrollando entre un 5 y un 37% de frutos partenocarpicos. Los ovarios
polinizados de las plantas transgénicas se desarrollaban algo més rapido inicialmente, pero
producian frutos del mismo tamafio a los silvestres. Estos resultados sugieren que el papel de las
GAs en el crecimiento del fruto de tomate puede estar mediado, al menos en parte, por las GA
2-oxidasas. En el desarrollo vegetativo de estas plantas no se detectaron los efectos fenotipicos
clésicos de la superproduccion de GAs, ni se detectd ningun incremento en los niveles de GAs
en tallos ni en &pices. Sin embargo se observé una inhibicion significativa de la ramificacion
lateral que parecia deberse a un mayor contenido de GA, detectado en las yemas axilares. Este
fenotipo, no esperado, era suprimido eficientemente cuando se inhibia la sintesis de GAs
mediante la aplicacién del inhibidor paclobutrazol. Estos resultados sugieren un papel para las

GAs como represores de la ramificacion y que las GA 2-oxidasas son importantes en el control
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de la aparicion de ramas laterales mediado por GAs. En las plantas 35S::amiRNA20x1, donde
solo se silencio el gen SIGA20x1, a diferencia de lo que ocurre en las plantas de silenciamiento
maltiple, no se detectaron cambios en los niveles de GAs activas, ni alteraciones en la
ramificacion, ni se mostraron efectos reproducibles sobre la partenocarpia. De estos resultados
se deduce que el silenciamiento del gen SIGA20x1 no es suficiente para inducir cambios
significativos en el fenotipo de las plantas de tomate probablemente debido a la redundancia
génica. En resumen, las GA 2-oxidasas parecen tener un papel en la regulacion de los niveles de
GAs en los ovarios y en las yemas axilares de tomate y su silenciamiento génico puede inducir

crecimiento partenocarpico de los ovarios e inhibicion de la ramificacion.
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ABSTRACT

Gibberellins (GAs) are phytohormones that regulate a wide range of developmental processes in
plants. Levels of bioactive GAs are regulated by biosynthetic enzymes: GA 20-oxidases
(GA200x), GA 3-oxidases (GA3o0x) and catabolic enzymes: GA 2-oxidases (GA20xs). In
tomato (Solanum lycopersicum L.) GA2oxs are encoded by a small multigenic family composed
of five genes, SIGA20x. The main objective of our work is to study the role of GA20x enzymes
in the development of tomato plants. First, we studied the expression pattern of SIGA20x genes
in vegetative and reproductive tissues of tomato and its regulation. These genes showed a high
degree of redundancy in their expression and were unresponsive to variations in levels of
endogenous GAs in seedlings. The genes with higher expression levels in vegetative tissues
were SIGA20x3 , -4 and -5 while SIGA20x1 and SIGA20x2 genes appear to be important
controlling ovary growth since their expression was repressed in pollinated developing ovaries
and was induced in unfertilized ovaries.

To study the role of these genes in the development of tomato plants we employed a reverse
genetic approach, using simple and multiple post-transcriptional gene silencing. For multiple
silencing, a short-hairpin RNA (shRNA20x) chimeric construction was used with a sequence
homologous to the five genes and for the silencing of only SIGA2ox1 we used an artificial
micro-RNA (amiRNA20x1) construction. Both constructs induced the silencing of all target
genes, but the magnitude of mRNA reduction was different for each gene depending on the
tissue and the developmental stage, being more efficient for the most abundants targets mRNA.
The silencing of SIGA20x genes in 35S::shRNA2o0x plants induced a significant increase in the
levels of active GA, in ovaries. Unfertilized ovaries of transgenic plants were much bigger than
wild type ovaries (more than 30 times) and they were also able to develop parthenocarpically
with a certain frequency (5-37%). Pollinated ovaries, although develop faster, produced fruits of
similar size to wild type fruits. In the vegetative development of the plants the classical
phenotypic effects due to overproduction of GAs were not detected, but inhibition of the side
branches and also a higher content of GA, in the axillary buds were observed. This unexpected
phenotype was reverted in the transgenic plants when GAs levels were reduced by applying a
GA biosynthesis inhibitor. These results suggest that GAs are negative regulators of branching
and that GA 2-oxidases are important in the control of branching mediated by GAs. In
35S::amiRNA2ox1 plants, where only SIGA20x1 gene was silenced, unlike what happens in
multiple silencing plants, no changes were detected in the levels of active GAs, neither
alterations on the branching pattern or consistent effect on parthenocarpy. From these results it
follows that SIGA20x1 silencing gene is not enough to induce significant changes in the

phenotype of the tomato plants probably due to gene redundancy. In summary, GA 2-oxidases
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seem to be important in the regulation of GA levels in tomato ovaries and axillary buds, and

their silencing may be responsible of parthenocarpic growth and inhibition of branching.

18



RESUM

Les giberelines (GAs) son hormones vegetals que regulen diversos processos del
desenvolupament vegetatiu i reproductiu de les plantes. Els nivells de GAs actives estan
regulats principalment per enzimes de biosintesis com les GA 20-oxidases (GA200x) i GA 3-
oxidases (GA3ox) i per enzimes de catabolisme com les GA 2-oxidases (GA20x). En tomaca
(Solanum lycopersicum L.) les GA2oxs estan codificades per una familia multigénica de 5
membres, SIGA20x. L'objectiu principal de nostre treball es estudiar el paper dels gens SIGA20x
en el desenvolupament de tomaca. Per a determinar com aquests estos gens estudiem el seu
patr6 d'expressio en teixits vegetatius i reproductius de tomaca i en resposta a variacions en els
nivells endogens de GAs. S'observa que els gens SIGA20x tenen un alt grau de redundancia i
que, en plantules, no son induibles per GAs. Els gens en majors nivells d'expressio en els teixits
vegetatius, resultaren ser els gens SIGA20x3, -4 i -5 mentres que els gens SIGA20x1 i SIGA20x2
semblen ser importants en el control del creiximent de l'ovari ja que estan reprimits en ovaris
polinitzats en creiximent i s'induixen en ovaris no fertilitzats. Per a estudiar la funcio d'aquests
gens en el desenvolupament de la planta es va fer servir un abordatge de genética reversa
utilizant silenciament génetic post-transcripcional multiple i simple. Per al silenciament multiple
es va fer una construccio de tipus forgqueta en una sequiencia quimerica homolega als cinc gens
(shRNAZ20x) i per al silenciament del gen SIGA20x1 s'usa una construccio de tipus micro-RNA
artificial (amiRNA20x1). Les dos construccions induiren el silenciament, sent més eficient
guant mes abundant es el missatger diana. El silenciament multiple induit per la construccid
35S::shRNA20x provoca un increment significatiu dels nivells de la giberelina activa GA, en
ovaris. Ademes els ovaris no fertilitzats creixien molt més en les plantes transgénicas que en les
plantes silvestres (al menys 30 vegades mes) i presentaven cert grau de capacitat partenocarpica
gue no posseien les plantes silvestres, desenvolupent entre un 5 i un 37% de fruits
partenocarpics. Els ovaris polinitzats de les plantes transgénicas se desenvolupaven més rapit
inicialment, pero produien fruits del mateix tamany que els silvestres. Aquests resultats
sugerixen que el paper de les GAs en el creiximent del fruit de tomaca pot estar mitjangant, al
menys en part, per les GA 2-oxidases. En el desenvolupament vegetatiu d’aquestes plantes no
se detectaren els efectes fenotipics classics de la superproduccié de GAs, ni se detecta cap
increment en els nivells de GAs en tiges ni en apecx. No obstant s'observa una inhibicio
significativa de la ramificacid lateral que semblava deure's a un major contingut de GA, detectat
en els gemma axilars. Aquest fenotip, no esperat, era suprimit eficientment quan s'inhibia la
sintesis de GAs mitjancant l'aplicacié de l'inhibidor paclobutrazol. Aquests resultats sugerixen
un paper per les GAs com repressors de la ramificacid i que les GA 2-oxidases son importants
en el control de l'aparicio de branques laterals mediat per per GAs. En les plantes
35S::amiRNA20x1, on només se silencia el gen SIGA20x1, a diferencia del que passa en les

plantes de silenciament mdaltiple, no se detectaren canvis en els nivells de GAs actives, ni
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alteracions en la ramificacio, ni se mostraren efectes reproduibles sobre la partenocarpia.
D'aquests resultats se deduix que el silenciament del gen SIGA20x1 no es suficient per a induir
canvis significatius en el fenotip de les plantes de tomaca provablement degut a la redundancia
génica. En resum, les GA 2-oxidases semblen tindre un paper en la regulacié dels nivells de
GAs en els ovaris i en els gemma axilars de tomaca i el seu silenciament genétic pot induir

creixement partenocarpic dels ovaris i inhibicié de la ramificacio.
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OBJETIVOS:

Las GAs son importantes en el control de distintos procesos del desarrollo de tomate. En su
metabolismo intervienen los enzimas GA 2-oxidasas regulando los niveles de GAs activas a
través de su inactivacion. El objetivo principal de este trabajo es estudiar el papel de los enzimas
GA 2-oxidasas en el desarrollo de tomate. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos

parciales:

1. Estudiar el patrén de expresion de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos y reproductivos
de plantas de tomate (cv. Micro-Tom) y su regulacion en respuesta a variaciones en los

niveles enddgenos de giberelinas.

2. Obtener mutantes de pérdida de funcion de genes SIGA20x en tomate mediante
silenciamiento génico para evaluar el impacto sobre el metabolismo de giberelinas y el

desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta.
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Introduccion
1. Las giberelinas: aspectos historicos y estructura quimica

1.1 Aspectos histéricos
Las giberelinas (GAs) son un grupo de compuestos organicos que actlan como reguladores
enddgenos del crecimiento controlando diversos procesos del desarrollo de las plantas como la
germinacion, la elongacion del tallo, la expansion de las hojas, el desarrollo de los tricomas, la
induccion de flores y el desarrollo de frutos (Hedden y Phillips, 2000; Yamaguchi y Kamiya,
2000; Hedden y Thomas, 2012).
La historia de las GAs se remonta a principios del siglo XI1X en Jap6n, donde se describe una
enfermedad que afectaba los cultivos de arroz y provocaba cuantiosas pérdidas. Esta
enfermedad recibi6, por parte de los agricultores el nombre de bakanae, término que pudiera
traducirse como “plantulas tontas”. Las plantas afectadas presentaban un crecimiento excesivo
de tallos y brotes ademas de hojas mas péalidas y tallos mas finos que se partian con facilidad.
En el afio 1898 el fitopat6logo japonés Shotaro Hori identifica a un hongo del género Fusarium
(probablemente Fusarium heterosporium Nees) como agente causal de la enfermedad (Hori,
1898). Posteriormente, en el afio 1912, otro fitopatélogo llamado Kenkichi Sawada publica un
articulo en la revista Formosan Agricultural Review titulado “The Diseases of Crops in
Taiwan”, en el cual sugiere que la elongacion de los tallos de arroz a consecuencia de la
infeccién con el hongo bakanae puede deberse a un estimulo proveniente de las hifas del hongo
(Tamura, 1991).
Luego, entre los afios 1919 y 1926 Eiichi Kurosawa después de grandes esfuerzos logra obtener
filtrados libres del agente infeccioso y reproducir los sintomas en plantas sanas (Kurosawa,
1926). Los aportes mas valiosos de los trabajos de Kurosawa fueron:
e El agente infeccioso secreta una toxina que induce la elongacién de los tallos de las
plantas de arroz.
e Latoxina ademas de estimular el crecimiento del tallo inhibe la formacién de clorofila y
el crecimiento de las raices.
e Latoxina induce efectos similares en otras especies de plantas.
e La toxina no pierde actividad luego de incubarla a 100°C durante 4h (esto descarta la
naturaleza enzimatica de la toxina).
En los afios 30 el cientifico aleman H. W. Wollenweber corrige la clasificacion taxondmica del
hongo, nombrandose en su estadio imperfecto o asexual Fusarium moniliforme (Sheldon) y en
su estadio perfecto o sexual Gibberella fujikuroi (Saw.) Wr. Los términos “Fujikuroi” y “Saw”
se derivan de los nombres de dos fitopat6logos japoneses Yosaburo Fujikuro and Kenkichi

Sawada y el término “Wr” proviene de Wollenweber (Wollenweber, 1931; Wollenweber y
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Reinking, 1935). Unos afios més tarde, en 1935 Tejiro Yabuta y Yusuke Sumiki aislan “la
toxina” y proponen llamarla “Giberelina”, siendo la primera vez que aparece este término en la
literatura (Yabuta y Sumiki, 1938). Tres afios mas tarde, en 1938 Yabuta y Sumiki obtuvieron
dos principios activos en forma cristalina y los llaman Giberelinas A y B, aunque en el afio 1941
se intercambiaron los nombres porque la Giberelina A mostré ser inactiva (Tamura, 1991).
Durante la Segunda Guerra Mundial se interrumpen los trabajos del grupo de Yabuta 'y Sumiki y
no se retoman hasta los afios 50, década en la que son atraidos a este campo investigadores
estadounidenses y del Reino Unido quienes comienzan trabajos en paralelo hasta aislar y
caracterizar fisica y quimicamente el “Acido Giberélico o GA3” (Tamura, 1991). En los Estados
Unidos los primeros trabajos sobre GAs datan del afio 1950, donde dos grupos trabajaban para
desarrollar un protocolo de fermentacién que permitiera obtener y extraer GAs para su uso en la
agricultura. Un grupo pertenecia a la Unidad de Investigacion en Camp Dietrick, Maryland,
liderado por John E. Mitchell y el otro grupo pertenecia a la Region Norte del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos radicado en Peoria, Illinois y estaba dirigido por el
investigador Frank H Stodola. Ambos grupos realizaron fermentaciones para obtener GAs pero
por desgracia el compuesto que aislaban resultaba inactivo (Tamura, 1991). En el afio 1951,
Sumiki viajé a los Estados Unidos y conoci6 a Frank H Stodola. Posteriormente Sumiki envio
algunas de sus cepas a Stodola pero se requirieron muchos intentos hasta lograr un proceso de
fermentacion exitoso en la obtencién de GAs activas biolégicamente. Finalmente en el afio 1955
Stodola logr6 aislar exitosamente dos GAs. Uno de los compuestos era idéntico a la Giberelina
A, aislada por el grupo de Yabuta y Sumiki pero el otro diferia de la Giberelina A asi que
recibié el nombre de Giberelina X (Stodola et al, 1955). En la misma época un grupo de
investigadores del Reino Unido, de los Laboratorios de Investigacién en Akers ICI (Imperial
Chemical Industries) formado por Philip Curtis, Brian Cross, John Grove, Jake MacMillan y
Paddy Mulholland aislaron una nueva giberelina que poseia propiedades fisicas diferentes de la
Giberelina A, aislada por los grupos japoneses y recibié el nombre de “Acido Giberélico”
(Curtis y Cross, 1954). Las muestras se intercambiaron entre los grupos de Stodola 'y Grove y se
estudiaron sus propiedades fisico-quimicas. La conclusion final fue que el “Acido Giberélico” y
la Giberelina X eran el mismo compuesto y de esta forma el nombre “Acido Giberélico” se
acepto para los dos grupos (Tamura, 1991).

También en la década de los 50 comenzaron a aparecer los primeros reportes de giberelinas en
plantas superiores. Los primeros reportes fueron hechos por Margaret Radley del ICI en
guisante en el afio 1956 (Radley, 1956) y por Bernard Phinney de la UCLA en plantas de maiz
(Phiney et al, 1957). En estos trabajos se hablaba de que las plantas producian sustancias con un
efecto biologico similar a las GAs. A partir de este momento los cientificos centraron sus

esfuerzos en aislar GAs a partir de extractos vegetales, siendo Jake MacMillan de los
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laboratorios ICI el primero en aislar, en 1958, GAs a partir de semillas de Phaseolus

multiflorus, conocido actualmente como Phaseolus coccineus (MacMillan y Suter, 1958).

Después del afio 1952 se comenz6 a dilucidar, tanto por cientificos estadounidenses como
japoneses, la estructura quimica de varias de las GAs. Las primeras GAs en aislarse y
caracterizarse fueron GA; y GA, de plantas y GA, y GA; de hongos por el grupo de la
Universidad de Tokyo dirigido por Nobutaka Takahashi y Saburo Tamura entre los afios 1955 y
1957 (Takahashi et al, 1955; Takahashi et al, 1957). En los Estados Unidos la primera GA
aislada fue GAs en 1959 por West y Pinney (West y Phinney, 1959). En la actualidad se

conocen 136 GAs diferentes, presentes en plantas, hongos y bacterias (http://www.plant-

hormones.info/gibberellins.htm) a las que se les ha asignado un namero (GAl, 2, 3....n) segin

el orden cronoldgico de su descubrimiento.

1.2 Estructura quimica

Las GAs son acidos diterpenos tetraciclicos, cuya estructura basica esta constituida por un anillo
de ent-giberelano (Figura 1.1). Las GAs se clasifican en dos grupos atendiendo al nimero de
atomos de carbono presentes en el esqueleto de ent-giberelano: las GAs con 20 atomos de
carbono (C-20) y las GAs con 19 atomos de carbono (C-19) (Figura 1.1). Las GAs C-20
presentan varios estados de oxidacion del carbono 20 que se pueden encontrar Como un grupo
metilo (-CH3), hidroximetilo (-CH20H), aldehido (-CHO) o carboxilo (-COOH). Las GAs C-

20, que poseen un grupo aldehido en el C-20 pueden perder ese carbono por descarboxilacion

oxidativa formandose una y-lactona y dando lugar a las GAs C-19 entre las que se encuentran
las GAs activas (Talon, 2000).

% H
/ngH CO,H

GA,, (C-20)

CO,H
GA,(R=H) GA,(R=H)
GA) (R=0H) GA, (R = OH)

Figura 1.1. Estructura quimica del ent-giberelano, precursores de GAs C-20 (GAp) y C-19 (GAy), GAs
biolégicamente activas C-19 (GA;, GA;, GA, y GA;) y GA inactiva GAs,.

De las 136 GAs descritas actualmente, sélo algunas pocas poseen actividad bioldgica en la

regulacion del desarrollo de las plantas. Las principales son la GA;, GAz, GA,, GAs y GA,, las
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restantes GAs son compuestos precursores o de degradacion de las GAs activas. Las formas
activas son GAs C-19 con un grupo B-hidroxilo en el C-3, un grupo carboxilo (-COOH) en el C-
6 y forman una lactona entre los carbonos C-4 y C-10 (Figura 1.1) (Yamaguchi, 2008). Estas
modificaciones de la estructura quimica son claves para la actividad biol6gica de las GAs
mientras que la adicion de un grupo hidroxilo en el C-2 de las GAs activas (Figura 1.1) provoca

la pérdida de la actividad bioldgica (Yamaguchi, 2008).

2. Biosintesis de giberelinas

La ruta de biosintesis de GAs es bastante compleja (Figura 1.2), involucra tres tipos diferentes
de enzimas: ciclasas, monooxigenasas dependientes de citocromo P450 y dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato (20DDs) y ocurre en tres compartimentos celulares diferentes:
plastidios, reticulo endoplasmatico y citoplama (Yamaguchi, 2008). El precursor de la
biosintesis de GAs es el GeranilGeranilDifosfato (GGDP), compuesto derivado del Isopentenil
Difosfato (IPP) del metabolismo de isoprenoides (Kasahara et al, 2002).

La biosintesis de GAs en plantas superiores se divide en tres etapas: sintesis de ent-kaureno a
partir de GGDP, conversién de ent-kaureno a GA;, y sintesis de GAs de 19 y 20 carbonos a
partir de GA;, (Yamaguchi, 2008).

2.1.1. Primera etapa: Sintesis de ent-kaureno a partir de GGDP

En la primera parte de la ruta de biosintesis de GAs participan enzimas de tipo ciclasas y ocurre
en los plastidios. Esta etapa se inicia con la ciclacion del GGDP a ent-copalildirofosfato (CDP),
paso catalizado por el enzima ent-copalildifosfato sintasa (CPS) (Figura 1.2). Finalmente el CDP
es convertido a ent-kaureno por accion del enzima ent-kaureno sintasa (KS) (YYamaguchi, 2008).
Los enzimas CPS y KS se localizan en los plastidios. El enzima CPS es una ciclasa de tipo Il
gue protona un doble enlace isoprenoide para generar un carbocation intermedio reactivo y el
enzima KS es una ciclasa de tipo | que cataliza la ionizacién de un grupo difosfato de
isoprenoides para generar un carbocation intermedio reactivo (Koksal et al, 2011; Hedden y
Thomas, 2012)

2.1.2. Segunda etapa: Conversion de ent-kaureno a GA12

La segunda etapa ocurre en la membrana del reticulo endoplasmético y esta catalizada por
enzimas de tipo monooxigenasas dependientes de citocromo P450 (Yamaguchi, 2008). El ent-
kaureno sintetizado en la etapa anterior es oxidado a ent-kaurenol, ent-kaurenal y acido ent-
kaurenoico por el enzima ent-kaureno oxidasa (KO) (Figura 1.2). A continuacion, el acido ent-
kaurenoico es oxidado a acido ent-7a-hidroxi-kaurenoico, el cual, tras una contraccion del anillo
B produce GAj,-aldehido que es oxidado finalmente a GAj,, la primera GA de la ruta y
precursora de todas las GAs de la ruta en plantas superiores (Hedden y Thomas, 2012). Estos

tres Ultimos pasos son catalizados por el mismo enzima que es la &cido ent-kaurenoico oxidasa
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(KAO). Ambos enzimas se encuentran localizadas en la pared del reticulo endoplasmético
(YYamaguchi, 2008).

L H
CHO
GGDP =—» ent-CDP =—>» ent-Kaurene =—>» ent-Kaurenol -—>» ent-Kaurenal

L H
; ] COLH
1 CO,H ; ent-7a- ent-
; COH 7 . <«—— GAj;-Aldehyde <«—— Hydroxykaurenoic <——— Kaurenoic

19 GAq; D D acid Q@

COHCOH @ @ HO
GA;; —m> GA;s — GA,, T> GAy —m> G A4 (bioactive)
(open lactone)

“CO,HCOH

""'COZHCOzH @ CO,HCOH @

GA53 —- GA“ — GA19
(open lactone)

GA3 (bioactive)

Figura 1.2. Esquema de la ruta del metabolismo de GAs (Yamaguchi, 2008).

GGDP: GeranilGeranilDifosfato; CPS: ent-copalil difosfato sintasa; KS: ent-kaureno sintasa; KO: ent-
kaureno oxidasa; KAO: Acido ent-kaurenoico oxidasa; 13ox: GA 13-oxidasa; 200x: GA 20-oxidasa; 3ox: GA
3-oxidasa; 20x: GA 2-oxidasa.
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2.1.3. Tercera etapa: Sintesis de GAs de 19 y 20 carbonos

La tercera parte de la via de biosintesis de las GAs ocurre en el citoplasma de las células tiene
como punto de partida la GAy,. En esta etapa la ruta puede seguir dos vias y esto varia segin la
especie, e incluso puede ser diferente entre tejidos de una misma planta (Yamaguchi, 2008;
Magome et al, 2013). Las dos rutas principales (Figura 1.2) son:

Ruta de la hidroxilacién temprana en el C-13. EI GA,, es oxidado en el C-13 por accion del
enzima GA 13-oxidasa (GA130x, una monooxigenasa P450) transformandose en GAs;, el
primer miembro de la ruta de sintesis de la 13-hidroxilacién, ruta predominante en la mayoria de
las especies. Posteriormente, el C-20 de la GAs; sufre dos oxidaciones consecutivas catalizadas
por GA 20-oxidasas (GA200x) dando GA4 Yy GAy,. La ruta de la 13-hidroxilacion continda con
la eliminacion del C-20 de GAyy sintetizdndose GA,, que es la primera GA C-19 de la ruta. La
incorporacion de un grupo hidroxilo en la posicion 3 de la GAy, catalizado por el enzima GA
3-oxidasa (GA30x), produce la GA activa GA; (Yamaguchi, 2008). En tomate esta ruta es la
predominante (Serrani et al, 2007a).

Ruta de la no hidroxilacién temprana en el C-13. En esta ruta el C-20 de GAy,, por accién
del enzima GA200x, se oxida dos veces dando origen a GA;s y GAy. La posterior
descarboxilacion o eliminacién del C-20 de GA,, da origen a GA,, que es la primera GA C-19
de esta ruta. Todos los pasos hasta la GAg estan catalizados por la GA200x. Finalmente, los
enzimas GA3ox incorporan un grupo hidroxilo en la posicion B del C-3 de GAy y esto da lugar a
la otra GA activa GA, (Yamaguchi, 2008).

3. Inactivacion

Es de vital importancia para las plantas regular de forma eficiente y precisa el contenido de
GAs. En el caso del metabolismo de GAs esto se realiza por mecanismos de inactivacién como
la 2p-hidroxilacion, metilacion y epoxidacion, siendo la inactivacion de GAs C-19 por 2f-
hidroxilacion el mas relevante (Rieu et al, 2008; Hedden y Thomas, 2012). La reaccion de 23-
hidroxilacion, que provoca la pérdida irreversible de actividad bioldgica, consiste en la adicién
de un grupo hidroxilo (-OH) en el C-2 de la estructura de las GAs y esta catalizada por los
enzimas GA 2-oxidasas (GA20x) (Figura 1.2) (Thomas et al, 1999). Los enzimas GA20x son
enzimas de tipo 20DD, al igual que los enzimas de biosintesis GA200x y GA30x Yy estan

presentes en casi todas las especies vegetales estudiadas.

Existen dos tipos diferentes, separados evolutivamente, de enzimas GA2o0x: los que utilizan
como substrato las GAs C-19 (C19-GA2ox) (Thomas et al, 1999) y los que utilizan como
substrato las GAs C-20 (C20-GA20x) (Schomburg et al, 2003; Lee y Zeevaart, 2005) (Figura
1.3).
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Figura 1.3. Arbol filogenético basado en la comparacion de las secuencias proteicas de los enzimas GA20x
descritas en Arabidopsis thaliana, arroz y tomate. La secuencia del enzima GA200x1 de Arabidopsis se empled
para enraizar el arbol. En verde aparecen sefialados los enzimas que emplean GAs C-19 como substrato y en
azul las enzimas que emplean GAs C-20 como substrato. En rojo aparecen sefialados los genes descritos y
caracterizados en tomate.

Los enzimas C19-GA20x actlan sobre las GAs activas GA; y GA; y sus precursores GAy y
GAy transformandolos en los productos inactivos GAg, GAzs, GAy Y GAs; respectivamente
(Figura 1.2). A su vez los enzimas C19-GA20x pueden subdividirse en dos grupos, de acuerdo a
su composicion de aminoacidos (Figura 1.3): los C19-GA20x (1), algunos de las cuales pueden
ser bifuncionales catalizando dos oxidaciones consecutivas (Thomas et al, 1999) y los C19-
GA2o0x (1) que catalizan una sola reaccion de oxidacion en el C-2 de sus substratos (Serrani et
al, 2007a). Los enzimas C20-GA20x actuan sobre las GAs GA, y GAs;z convirtiéndolas en los
productos inactivo GA;19 Y GAg; respectivamente (Figura 1.2) (Schomburg et al, 2003; Lee y
Zeevaart, 2005).

Ademas de la hidroxilacién del C-2, catalizada por los enzimas GA20x, existen otras
mecanismos de inactivacion de GAs como la epoxidacion, la metilacién y mas recientemente
descrito en Arabidopsis la hidroxilacion del C-16 (Hedden y Thomas, 2012; Nomura et al,
2013). En arroz se ha descrito un enzima monooxigenasa dependiente de citocromo P450,
codificada por el gen EUI (elongated uppermost internode) que cataliza la 16a,17-epoxidacion
de las GAs, GA;, GAy 0 GAy, de la ruta de la no hidroxilacion temprana en C-13 (Zhu et al,
2006). La metilacion se ha observado en Arabidopsis thaliana y se lleva a cabo por enzimas
denominados GAMT (GA Metil Transferasas) pertenecientes al grupo SABATH de
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metiltransferasas (Varbanova et al, 2007). Estos enzimas usan S-adenosin-1-metionina (SAM)
como donante de grupo metilo y son capaces de metilar el grupo carboxilo del C-6 de las GAs,
lo cual produce ésteres metilados de GAs (MeGAs) que no tienen actividad bioldgica
(Varnabova et al, 2007; Xing et al, 2007). También en A. thaliana se ha descrito recientemente
un enzima de tipo monooxigenasa dependiente de citocromo P450 denominada CYP714A1 que
cataliza la adicion de un grupo —OH en el C-16 de la GAy, y la GAg dando lugar a compuestos

inactivos (Nomura et al, 2013).

4. Genes que codifican enzimas de biosintesis y catabolismo de
giberelinas

En la actualidad se han clonado y caracterizado todos los genes de la ruta del metabolismo de
GAs en varias especies (Figura 1.2). El dltimo enzima en ser clonado y caracterizado fue el
enzima GA13ox en arroz (Magome et al, 2013). Los trabajos de caracterizacion han demostrado
que la expresion de estos genes estd regulada de acuerdo al tejido, estadio del desarrollo y
determinados factores ambientales como por ejemplo la luz (Hedden y Thomas, 2012; Magome
et al, 2013). Los enzimas que catalizan las dos primeras etapas de la biosintesis de GAs, estan
codificados por uno o dos genes por lo que las mutaciones en estos genes suelen dar lugar a un
déficit severo de GAs y fenotipos bastante extremos (Sun y Kamiya, 1994; Yamaguchi et al,
1998; Davidson et al, 2003; Davidson et al, 2004; Sakamoto et al, 2004). Los enzimas 20DD
que catalizan las reacciones de la Ultima fase de la ruta estan codificados por pequefias familias
multigénicas (Yamaguchi, 2008; Hedden y Thomas, 2012). En este caso, al existir varios genes
para los enzimas 20DD, generalmente las mutaciones simples no impactan significativamente
en la ruta metabdlica de las GAs y a menudo no se producen efectos fenotipicos apreciables
(YYamaguchi, 2008). Existen algunas excepciones, en las que la mutacion de un solo gen de la
familia produce efectos sobre el metabolismo de GAs en la planta. Podemos citar los mutantes
de Arabidopsis thaliana, ga4 y ga5 en los se afectan el gen de biosintesis AtGA3ox1 y
AtGA200x1 respectivamente (Chiang et al, 1995; Xu et al, 1995). También encontramos el caso
del mutante slender de guisante en el que solamente estd mutado el gen PsGA20x1 (Lester et al,
1999; Martin et al, 1999). En estos casos, en que la altura de la planta estaba alterada de forma
evidente y el gen mutado tenia expresion predominante en los tejidos vegetativos lo cual sugeria

que tenia el papel principal en el control de los niveles de GAs en ese tejido.

4.1. Genes de biosintesis y catabolismo en tomate
En tomate se conoce la secuencia de todos los genes que codifican para enzimas de la ruta de

biosintesis, excepto para el enzima GAl3ox (Tabla I.1). Hasta la fecha para los enzimas CPS,
KS, KO y KAO existe solo un gen descrito (Imai et al, 1996; Falara et al, 2011; Li et al, 2012).
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Tabla 1.1. Genes que codifican enzimas de la ruta de biosintesis de GAs en tomate.

ENZIMAS GENES

CPS - SICPS (mutante gib-1) Bensen y Zeevaart, 1990; Imai et al, 1996.
KS - SIKS (mutante gib-3) Koorneef et al, 1990; Falara et al, 2011.
KO - SIKO Liet al, 2012.
KAO - SIKAO (mutante gib-2) Koorneef et al, 1990
GA200x - SIGA200x1, SIGA200x2, SIGA200x3, SIGA200x4 Rebers et al, 1999; Serrani et al, 2008
GA3o0x - SIGA30x1, SIGA30x2 Yang et al, 1998; Rebers et al, 1999.
- C19-GA20x (1): SIGA20x1, SIGA20x3 Serrani et al, 2007a.
GA20x - C19-GA20x (I1): SIGA20x2, SIGA20x4, SIGA20x5 Serrani et al, 2007a.
- C20-GA20x: SIGA20x8-likel (XP004232746.1), SIGA20x8-like2 (XP004248394.1),

Los mutantes deficientes en biosintesis de GAs en tomate descritos hasta la fecha son gib-1,
gib-2 y gib-3 y en ellos estan afectados los enzimas CPS, KAO y KS respectivamente (Bensen y
Zeevaart, 1990; Koorneef et al, 1990).

El gen SICPS se expresa en hojas y entrenudos pero no en raices (Serrani et al, 2007a). Este gen
también se expresa en flores y ovarios polinizados alcanzando su maximo de expresién en

frutos pequefios de 10-20 dias post-antesis (Rebers et al, 1999; Serrani et al, 2007a).

En tomate, los enzimas GA200x estan codificados por 4 genes (Rebers et al, 1999; Serrani et al,
2008). Estos genes se expresan tanto en tejidos vegetativos como reproductivos (Rebers et al,
1999; Serrani et al, 2007a). En raices solo se detecta expresion del gen SIGA200x3 y en hojas y
tallos se detecta expresion de los genes SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA200x3. En los tejidos
reproductivos el gen SIGA200x1 se expresa en yemas florales y en frutos que se encuentran en
los primeros estadios de desarrollo (hasta dia 20 post-antesis). SIGA200x2 también se expresa
en yemas florales y en los primeros estadios del desarrollo del fruto. ElI gen SIGA200x3 se
expresa en ovarios de flores en antesis y durante los primeros estadios del fruto (Rebers et al,
1999; Serrani et al, 2007a). Varias evidencias experimentales apuntan a que la actividad de los

enzimas GA200x es crucial para el desarrollo del ovario, en particular el gen SIGA200x1.:

» La polinizacion induce un aumento significativo en la expresion de los genes
SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA200x3 junto a un aumento de la GA activa GA; (Serrani
et al, 2007a).

» Al tratar ovarios no polinizados con el precursor de GAs GA;9 se observé que no se
inducia el desarrollo del ovario, lo cual sugiere que la actividad enzimatica de las

GA200x es limitante en el ovario (Serrani et al, 2007a).
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» En ovarios del mutante partenocérpico pat de tomate la expresion del gen SIGA200x1 es
constitutiva y esto coincide con un mayor contenido de GAs activas (Olimpieri et al,
2007).

» Plantas transgénicas donde se ha reducido la expresion del gen SIGA200x1 mostraron,
ademas de reduccion de altura, alteraciones de la morfologia floral e infertilidad

ocasionada por un desarrollo aberrante de las anteras y el polen (Olimpieri et al, 2011).

Los enzimas GA3ox catalizan el Gltimo paso de la biosintesis de las GAs activas convirtiendo
GAx Yy GAg a GA; y GA, respectivamente. Las GA3ox también estan codificadas por pequefias
familias multigénicas. En tomate, las GA30x estan codificadas por 2 genes (Tabla 1.1). Ambos
genes se expresan en tejidos vegetativos y reproductivos. En ovarios la expresion del gen
SIGA30x1 no presenta grandes diferencias entre ovarios polinizados y no polinizados hasta 20
dias después de la antesis. En ovarios polinizados de 10 y 20 dias la expresion de SIGA30x1 se
concentra en las semillas en desarrollo (Serrani et al, 2007a). EI gen SIGA30x2 esta menos
representado que el gen SIGA30x1 y en ovarios su expresion resulta indetectable luego del dia
de antesis (Serrani et al, 2007a). Estos resultados sugieren que la actividad GA3ox esta presente

en los ovarios aunque no es limitante para el desarrollo de los mismos (Serrani et al, 2007a).

En tomate las GA20x estan codificadas por 5 genes (Tabla I1.1; Figura 1.3). De acuerdo a su
secuencia los genes SIGA20x2, SIGA20x4 y SIGA20x5 se ubican en el grupo de los enzimas
C19-GA20x(l) y los genes SIGA20x1 y SIGA20x3 se ubican el grupo de enzimas C19-
GA20x(Il) (Serrani et al, 2007). Se detectaron transcritos de los cinco genes en diferentes
tejidos de plantas de tomate (raiz, hoja, flor completa, ovarios, estambres, pétalos, sépalos y
frutos en desarrollo) (Serrani et al, 2007a). Todos los genes se expresaron en ovarios no
polinizados en el momento de la antesis y en las etapas tempranas del desarrollo del fruto; sin
embargo, no se detectaron diferencias en el patrén de expresion entre ovarios polinizados y no
polinizados que sugieran un papel de estos genes en el desarrollo del fruto (Serrani et al,
2007a). En el genoma de tomate también aparece la secuencia de dos enzimas GA20x con una
alta homologia con el grupo de enzimas C20-GA2ox pero hasta la fecha no han sido

caracterizadas.

5. Percepcion y Respuesta a GAs

En la actualidad se conoce la mayor parte de los componentes gue integran el mecanismo de
percepcion y sefializacion de GAs y sus interacciones (Hauvermale et al, 2012; Locascio et al,
2013a; Daviére y Achard, 2013; Wang y Deng, 2013) y puede resumirse de la siguiente forma
(Figura 1.4):
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En ausencia de GAs activas, las proteinas DELLA, componentes esenciales del mecanismo de
sefializacion de GAs, se encuentran inhibiendo la transcripcion de los genes que codifican para
las proteinas que intervienen en los diversos procesos del desarrollo vegetal regulados por GAs
como la germinacion, la elongacién del tallo y la floracion entre otros. En presencia de GAs,
éstas se unen a su receptor GID1 y se forma el complejo GA-GID1. La union de las GAs al
receptor promueve la poliubiquitinacién de las proteinas DELLA por parte del complejo SCF
E3 ubiquitin ligasa. La adicion de moléculas de ubiquitina es un mecanismo de regulacion
celular para dirigir la degradacion de proteinas celulares por el proteasoma 26S (Kelley y
Estelle, 2012). De esta forma las proteinas DELLA son degradadas por el proteasoma 26S y asi

se libera la represidn sobre la transcripcion de los genes dianas (Locascio et al, 2013a).

SCFE3
Ubiquitin ligasa

Ubiquitinacion de proteinas
DELLA y degradacion por
Proteasoma 26S

PROCESOS FISIOLOGICOS REGULADOS POR
GAs (POR EJ. ELONGACION TALLO,

GERMINACION, CUAJADO DE FRUTOS)
GENES DIANA

Figura 1.4. Modelo de percepcion y sefializacion de GAs (Locascio et al, 2013a). La unidén de GAs activas al
receptor GID1 induce la adicién de cadenas de poliubiquitina a la proteina DELLA catalizado por el complejo
SCF E3 Ubiquitin ligasa. La ubiquitinacion a su vez induce la degradacién de la proteina DELLA por el
proteasoma 26S y como consecuencia se induce la transcripcion de los genes diana y la activacién de las
respuestas fisiologicas mediadas por GAs.

5.1 El receptor de GAs: GID1

El receptor GID1 (Gibberellin Insensitive Dwarf-1) se identificO por primera vez en arroz
(Ueguchi-Tanaka et al, 2005). Es un receptor soluble que se localiza en el nicleo de las células
y presenta una alta homologia de secuencia con proteinas humanas de tipo lipasas sensibles a
hormonas (HSL: Hormone-Sensitive Lipases) (Ueguchi-Tanaka et al, 2005). El estudio de la
estructura del receptor GID1 reveld que éste tiene un bolsillo (traducido del inglés “pocket”) de
union a GAs y una extension flexible de 62 residuos aminoacidicos en su extremo N-terminal
(Murase et al, 2008; Shimada et al, 2008). Las GAs activas poseen un grupo B-hidroxilo en el
C-3, un grupo carboxilo (-COOH) en el C-6 y forman una lactona entre los carbonos C-4 y C-10

(Figura 1.1) (Yamaguchi, 2008). Estos residuos son necesarios para una adecuada union de las
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GAs a su receptor GID1 ya que interacttan directamente con aminoécidos del bolsillo de union
a GAs del receptor y tres moléculas de agua, formando enlaces por puentes de hidrégeno
(Murase et al, 2008; Shimada et al, 2008). Es conocido que la adicion de un grupo hidroxilo en
el C-2 de las GAs activas provoca pérdida de la actividad bioldgica (Yamaguchi, 2008). Esto
puede deberse a que el grupo —OH en el C-2 causa interferencia estérica con el residuo Tyr 31
del receptor y como consecuencia ocasiona una disminucién significativa en la afinidad de
unién de las GAs a GID1 (Murase et al, 2008; Shimada et al, 2008).

Una vez que la GA ha quedado anclada al bolsillo de unién a GID1 se produce un cambio
conformacional en el receptor. La extension de 62 aminoécidos del extremo N-terminal del
receptor funciona como una tapa y “se cierra” sobre el bolsillo de union a GAs cubriéndolo
(Murase et al, 2008; Shimada et al, 2008). Una vez cerrado este bolsillo la superficie superior
de la tapa de GID1se une a la proteina DELLA vy se forma el complejo GA-GID1-DELLA. La
proteina DELLA no interactia directamente con las GAs sino que éstas actGan como
activadores alostéricos de GID1 provocando con su union al receptor cambios conformacionales
en la estructura de GID1 que favorecen la union GID1-DELLA (Murase et al, 2008; Shimada et
al, 2008; Hedden, 2008).

En arroz existe un unico gen que codifica para GID1 (Ueguchi-Tanaka et al, 2005) y en
Arabidopsis thaliana existen tres paralogos (GID1a, GID1b y GID1c) (Griffiths et al, 2006;
Nakajima et al, 2006; Willige et al, 2007). En el genoma de tomate aparecen tres secuencias con
alta similitud al receptor GID1 (SIGID1-like [Gene ID: 100736493]; SIGID1B-like [Gene ID:
101253192]; SIGID1C-like [Gene ID: 101253625].

5.2 Proteinas DELLA

Las proteinas DELLA son consideradas reguladores negativos de la ruta de sefializacién de GAs
puesto que en ausencia de GAs mantienen la ruta de sefializacion reprimida y en presencia de
GAs se induce su degradacion y por consiguiente se activa la ruta de sefializacién (Locascio et
al, 2013a). Las proteinas DELLA constituyen un subgrupo de proteinas especificas de plantas
gue pertenecen a la familia GRAS (Locascio et al, 2013a). EI nombre DELLA se debe a una
secuencia de aminodacidos, altamente conservada, en su region N-terminal: Asp-Glu-Leu-Leu-
Ala (DELLA) (Figura 1.5) (Daviére y Achard, 2013; Locascio et al, 2013a).

DOMINIO DE PERCEPCION DE GAs DOMINIO GRAS

A
I L

|
1
pEcta  TvhYNP [ wiri [l viip | whri [ prvre [ saw

Extremo N-terminal Extremo C-terminal

Figura 1.5. Representacidn esquematica de estructura de proteina DELLA (Daviére y Achard, 2013).
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Las proteinas DELLA también presentan otros dominios altamente conservados y que son muy
importantes para su interaccion con el receptor GID1, el complejo SCF E3 Ubiquitin ligasa y
también factores de transcripcion (Daviere y Achard, 2013). Las regiones TVHYNP y DELLA
situadas en el extremo N-terminal, son claves para la unioén a la “tapa” del receptor GID1
(Willige et al, 2007). Las regiones VHIID y LHRII, situadas en el dominio GRAS son
necesarias para la interaccién con el complejo SCF E3 Ubiquitin Ligasa (Hirano et al, 2010).

En Arabidopsis thaliana existen cinco genes que codifican para proteinas DELLA: GAI, RGA,
RGL1, RGL2 and RGL3 (Peng et al, 1997; Silverstone et al, 1998; Sanchez-Fernandez et al,
1998; Lee et al, 2002; Wen y Chang, 2002). En arroz y tomate existe solamente una proteina
DELLA, en el caso de arroz ésta se llama SLR1 (lkeda et al, 2001) y en tomate se llama
PROCERA (Marti et al, 2007; Bassel et al, 2008; Jasinski et al, 2008). En el mutante procera
de tomate la proteina DELLA presenta un cambio puntual de un aminoéacido de la region VHIID
del dominio GRAS lo cual da lugar a una proteina DELLA inactiva (Bassel et al, 2008; Jasinski
et al, 2008). Esto tiene como consecuencia una activacion constitutiva de la respuesta a GAs y
produce efectos fenotipicos similares a la sobre-produccién de GAs como aumento en la altura
de la planta, adelanto en la germinacion y partenocarpia (Marti et al, 2007; Bassel et al, 2008;
Carrera et al, 2012).

5.3 Complejo SCF E3-Ubiquitin Ligasa

El complejo SCF E3 ubiquitin ligasa estd compuesto por cuatro subunidades: CUL1 (Cullin 1),
SKP1 (Supressor of Kinetochore Protein 1), RBX1 (RING-BOX1) y una proteina de tipo F-box
(Figura 1.6). El nacleo del complejo es SCF es CUL1 que se une por su extremo N-terminal a
SKP1 y por su C-extremo terminal a RBX1 y a su vez SKP1 se une al extremo N-terminal de la
proteina F-box (Lechner et al, 2006; Wang y Deng, 2011).

Figura 1.6. Representacion esquematica de complejo SCF E3 Ubiquitin Ligasa (Wang y Deng, 2011).

La ubiquitina es una pequefia proteina de 76 aminoacidos con una secuencia altamente
conservada en eucariotas. Esta proteina se une a residuos de lisinas de otras proteinas celulares y
esto funciona como una sefial para dirigir la degradacion de la proteina marcada por el
proteasoma 26S (Kelley y Estelle, 2012). La ubiquitinacion ocurre en tres pasos catalizados por
tres tipos de enzimas diferentes: E1 (enzima activante de ubiquitina); E2 (enzima conjugador de
ubiquitina) y E3 (ubiquitina ligasa) (Wang y Deng, 2011). Primero E1 hidroliza una molécula

de ATP para formar un enlace tioester con una glicina del extremo C-terminal de la ubiquitina y
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la transfiere a un residuo cisteinil de E2. Finalmente E2 conjugado con ubiquitina se une al
complejo E3 por interaccién con RBX1 y el complejo E3 se encarga de transferir la ubiquitina a
la proteina diana (Wang y Deng, 2011).

Las proteinas F-box juegan un papel crucial en el proceso de ubiquitinacion de las proteinas
DELLA puesto que son las que median la union del complejo SCF E3 a las proteinas DELLA.
Esta interaccién se da entre los motivos GGF y LSL del extremo C-terminal de la proteina F-
box y los dominios VHIID y LHRII de las proteinas DELLA (Daviére y Achard, 2013).

En Arabidopsis se han descrito dos proteinas F-box implicadas en la degradacion de las
proteinas DELLA: SLEEPY1 (SLY1) (McGinnis et al, 2003; Dill et al, 2004) y SNEEZY
(SNE) (Strader et al, 2004). En arroz hasta la fecha solo se ha identificado una proteina F-box
llamada GID2 (Gomi et al, 2004). En el genoma de tomate aparecen dos secuencias con alta
similitud a la proteina F-box GID2 de arroz (F-box protein GID2-like [Gene ID: 101243703]) y
la SNE de Arabidopsis (F-box protein SNE-like [Gene ID: 101262934]).

6. Homeostasis del contenido de GAs activas

Las GAs controlan diversos procesos tanto del desarrollo vegetativo como reproductivo de la
planta. La homeostasis de GAs se mantiene por mecanismos de retroalimentacion que regulan la
transcripcién de los genes que codifican para los enzimas 20DDs (Figura 1.7). Esta
retroalimentacion es negativa en el caso de los genes biosintéticos (GA200x y GA30x) y positiva
en el caso de los genes catabdlicos (GA20x) (Frigerio et al, 2006; Hedden y Thomas, 2012). Es
decir, un aumento en el nivel de GAs reprimiria la expresion de los genes GA20ox y GA30x e

induciria la expresién de los genes GA20x.
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Figura 1.7. Esquema de la regulacion por retroalimentacion negativa de genes de biosintesis (GA 20-oxidasa,
GA 3-oxidasa) y retroalimentacion positiva de genes de catabolismo (GA 2-oxidasa) de GAs (Serrani, 2008).

Existen algunas excepciones como por ejemplo el gen GA30x2 cuya expresion, en semillas de
Arabidopsis thaliana, no se regula por mecanismos de retroalimentacion (Yamaguchi et al,
1998). En particular, en el caso de los enzimas GA20x en tabaco, este mecanismo es
dependiente de la dosis de GAs. Los genes NtGA20x3 y NtGA20x5 se activan a bajas
concentraciones de GAs mientras que el gen NtGA2o0x1 se activa a altas concentraciones de
GAs (Gallego-Giraldo et al, 2008).
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7. Inhibidores del metabolismo de GAs

Se conocen 4 grupos de compuestos inhibidores de la biosintesis de GAs y cada uno de ellos
actla a diferentes niveles de la ruta metabdlica. Los compuestos tipo “onium”, compuestos que
contienen un grupo N-heterociclico, compuestos que mimetizan la estructura del &cido 2-
oxoglutarico y 16, 17-dihidro-GAs. Algunos de estos compuestos se emplean de forma
comercial como retardantes del crecimiento (Rademacher, 2000). Los compuestos tipo “onium”
poseen un grupo amonio, fosfonio o sulfonio cargado positivamente que bloquea la biosintesis
de GAs directamente antes del ent-kaureno. Dentro de este grupo podemos citar el AMO-1618
que actta inhibiendo la actividad de los enzimas CPS y KS (Rademacher, 2000). En el segundo
grupo encontramos compuestos como el paclobutrazol, uniconazol, ancimidol y flurprimidol.
Estos compuestos actlan inhibiendo las monooxigenasas que catalizan los pasos de ent-kaureno
a acido ent-kaurenoico (Rademacher, 2000). Dentro del tercer grupo de compuestos podemos
mencionar la prohexadiona célcica y el compuesto sintético LAB 198999. Actlan inhibiendo
los pasos de biosintesis que involucran 20DDs puesto que presentan similitud estructural con el
acido 2-oxoglutarico, que actla como co-sustrato de estos enzimas (Rademacher, 2000). Las 16,
17-dihidro-GAs representan el grupo mas recientemente descrito como retardantes del
crecimiento. La mayoria son derivados de la GAs y se ha descrito que reducen la elongacion del
tallo en Lolium temulentum vy otras gramineas. Actlan inhibiendo los enzimas 20DDs de la

ruta de biosintesis (Rademacher, 2000).

8. Procesos fisioldgicos controlados por GAs

8.1. Desarrollo vegetativo

Las GAs actian como reguladores de diversos procesos del desarrollo vegetativo las plantas,
tales como la germinacion de las semillas, la elongacion de hipocotilos y tallos, la expansion de
las hojas y el desarrollo de las raices (Thomas et al, 2005; Yamaguchi, 2008; Hedden y Thomas,
2012). Uno de los efectos fenotipicos méas caracteristico de las GAs es la estimulacién del
crecimiento del tallo, induciendo la elongacién de los entrenudos de forma que niveles altos de

GA s estan asociados con plantas altas y bajos niveles con enanismo (Busov et al, 2003).

Las GAs promueven el crecimiento de varios 6rganos vegetativos a través de la division y
expansion celular, siendo este Ultimo proceso el que mayoritariamente contribuye al incremento
en la altura de la planta (Claeys et al, 2013). Las GAs promueven la division celular
estimulando las transiciones de la fase G1 a la fase S y de la fase G2 a la fase M durante la
elongacion del tallo de arroz inducida por GAs (Kende et al, 1998). Estas transiciones del ciclo
celular son reguladas por la accion de los complejos de proteinas ciclina (CYC)/quinasa
dependiente de ciclina (CDK), quienes a su vez pueden ser regulados negativamente por otras
proteinas, pertenecientes a la familia SIM (SIAMESE) llamadas CKI. Estas proteinas
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interactdan con la subunidad D de CYC y la subunidad A de CDK (Inzé, 2005). Las GAs
inducen la expresion de ciclinas, acelerando el ciclo celular en arroz (Sauter et al, 1995; Wang
et al, 2013a). También se ha propuesto que, en ausencia de GAs, las proteinas DELLA
promueven la acumulacion de las proteinas CKI manteniendo detenido el ciclo celular y que en
presencia de GAs las proteinas DELLA son degradadas, lo cual permite la progresién del ciclo
celular (Achard et al, 2009). Las GAs también controlan la expansion celular regulando la
orientacion de los microttbulos del citoesqueleto también a través de las proteinas DELLA. Se
ha observado que en ausencia de GAs las proteinas DELLA se unen al complejo de las
prefoldinas (PFD), que son unas chaperonas necesarias para la correcta formacion de los
microtlbulos de actina, y las mantienen dentro del nicleo. En presencia de GAs se degradan las
proteinas DELLA y asi quedan libres las PFD que van al citoplasma donde se forman los
dimeros de tubulina que son las unidades estructurales del citoesqueleto (Locascio et al, 2013b).
Ademas, las GAs también promueven la relajacion de la pared celular favoreciendo la entrada
de agua a la célula y por tanto incrementando su tamafio, mediante la induccion de enzimas de
tipo expansinas, xiloglucan endotransglucosilasas y xiloglucan endohidrolasas (Cosgrove et al,
1989; Lee y Kende, 2002; Jan et al, 2004; Ribeiro et al, 2012; Park et al, 2013)

Las GAs también tienen un papel estimulador en la germinacién de las semillas. Se conoce que
mutantes deficientes en GAs como los mutantes gal de Arabidopsis o gib-1 tomate son
incapaces de germinar, salvo si son tratados exdgenamente con GAs (Koornneef y Van der
Veen, 1980, Koornneef et al, 1990). Se ha postulado que las GAs podrian estimular la
germinacion induciendo la debilitacion de la pared del endospermo de la semilla permitiendo de
esta forma la salida de la radicula (Groot y Karssen, 1987; Groot et al, 1988). La pared del
endospermo en semillas de tomate es rigida y estda compuesta principalmente por galacto-
mananos (Groot et al, 1988). Se ha observado la induccion de varios genes que codifican para
enzimas, que podrian participar en la modificacion de la pared del endospermo, de tipo endo-f3-
manasas (MAN2) (Nonogaki et al, 2000), xiloglucano endotransglicosilasa (XET4) (Chen et al,
2002) y expansinas (EXPA4) (Cheny Bradford, 2000). La expresién de estos genes parece estar
regulada por GAs, se ha observado que no se expresan en las semillas del mutante deficiente de
GAs gib-1, pero si a estas semillas se les suministra de forma exdgena GAs la expresion de
estos genes se induce (Nonogaki etal, 2000; Chenetal, 2002; Chen y Bradford, 2000;
Martinez-Andujar et al, 2012).

Ademas las GAs también tienen efecto positivo sobre el crecimiento de las raices. Se ha
observado que las raices de los mutantes deficientes en GAs, son cortas, como en el caso del
mutante na en guisante (Yaxley et al, 2001) o el mutante gal-3 en Arabidopsis (Fu y Harberd,
2003). La longitud de dichas raices se restaura con aplicaciones exdgenas de GAs, en

combinacién con la mutaciédn slender (sIn; mutante que tiene bloqueado el catabolismo de GAs)
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en guisante (Yaxley et al, 2001). Resultados recientes sugieren que las GAs regulan el
crecimiento de las raices promoviendo la proliferacion celular, aumentando el nimero de
células meristematicas en la raiz, lo cual acelera el crecimiento de las mismas (Ubeda-Thomas
et al, 2009).

8.2. Desarrollo reproductivo

Como parte esencial del ciclo de vida de una planta ésta ademas de crecer y nutrirse necesita
reproducirse. El éxito reproductivo de una planta depende, de que la floracién y el correcto
cuajado y desarrollo de los frutos tengan lugar en el momento mas adecuado del desarrollo y
cuando las condiciones ambientales sean favorables. Primero ocurre la transicion de la fase
juvenil o de crecimiento vegetativo a la fase adulta, en la cual la planta adquiere capacidad
reproductiva. Esta transicién, también llamada transicion floral, involucra el cambio de
identidad del meristemo apical el cuél cesa de producir hojas y en su lugar comienza a formar
flores (Poethig, 2003; Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009). En la fase juvenil o de desarrollo
vegetativo la planta es incapaz de florecer como consecuencia de la incompetencia o la falta de
capacidad de respuesta de los meristemos a las sefiales inductoras de la floracion. El estimulo
floral solo es percibido cuando las plantas estan en la fase adulta y como consecuencia se
produce el inicio del desarrollo reproductivo (Poethig, 2003; Mutasa-Géttgens y Hedden, 2009).
Sobre la transicion floral influyen varios factores exdgenos como el fotoperiodo y la
temperatura y endégenos como la concentracién de GAs activas (Song et al, 2013). Las GAs
son necesarias para regular la transicion floral, aunque el efecto que ejercen depende de la
especie vegetal (Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009). En Arabidopsis thaliana (Blazquez et al,
1998) las GAs inducen la floracion mientras que en otras especies como uva (Boss y Thomas,
2002) la retrasan. En tomate y tabaco las GAs son necesarias para la floracion ya que mutantes
deficientes de GAs no son capaces de florecer a menos que se les suministre GAs (Koornneef et
al, 1990; Gallego-Giraldo et al, 2007) de forma ex6gena. En el caso de tomate, el aumento de
los niveles de GAs incrementa el nimero de unidades simpodiales en el tallo ocasionando un

retraso en la floracion (Lozano et al, 2009; Carrera et al, 2012; Garcia-Hurtado et al, 2012).

Las GAs también son necesarias para el adecuado desarrollo de los 6rganos florales (Mutasa-
Gottgens y Hedden, 2009). Las anteras son sitios de sintesis activa de GAs como lo demuestra
la expresion localizada de genes de biosintesis GA200x y GA3ox en el tapetum en varias
especies como tomate (Rebers et al, 1999), petunia (Petunia hybrida) (Weiss et al, 1995) y
Arabidopsis (Hu et al, 2008). En varias especies se ha reportado que la deficiencia 0 no
percepcion de GAs causa un desarrollo anormal en diferentes puntos del desarrollo de las
anteras y por tanto androesterilidad. En petunia (Petunia hybrida) el tratamiento con el

inhibidor de biosintesis de GAs paclobutrazol (PCB) bloguea el desarrollo de las anteras
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después de la meiosis. Como consecuencia, no se alcanza la maduracion del polen y por tanto
no se obtiene polen viable (Izhaki et al, 2002). En el mutante gal-3 (deficiente en enzima CPS)
de Arabidopsis el desarrollo de la antera se detiene luego de la meiosis y antes de la mitosis del
polen (Koornneef y van der Veen, 1980; Cheng et al, 2004). Mutaciones en los genes que
codifican para enzimas de biosintesis y catabolismo GA200x, GA30x y GA20x en Arabidopsis
afectan la elongacién de los filamentos de la antera e interrumpen el crecimiento de la misma en
luego de la formacion de tétradas por meiosis de las células madre del polen, impidiendo la
deshicencia (Hu et al, 2008; Rieu et al, 2008; Plackett et al, 2011). En los mutantes gib-1 y gib-
2 de tomate y en plantas transgénicas de tomate, donde se suprime la expresion del gen del
enzima de biosintesis GA200x1, el desarrollo de las anteras se encuentra detenido ya que no se
completa el proceso de meiosis de las células madre del polen (Nester y Zeevaart, 1988;
Jacobsen y Olszewki, 1991; Olimpieri et al, 2011). En arroz la pérdida de funcién del receptor

GID1 provoca la parada del desarrollo de la antera antes de la meiosis (Aya et al, 2009).

Las GAs también son necesarias para el crecimiento del tubo polinico y la germinacion del
polen (Singh et al, 2002; Chhun et al, 2007). Por ejemplo, la sobreexpresién de un gen de
catabolismo de GAs de guisante (PsGA20x2) en Arabidopsis, produce plantas transgénicas con
menor crecimiento del tubo polinico (Singh et al, 2002) y este defecto puede ser rescatado
parcialmente por la aplicacion exdgena de GAs o por combinaciones con mutaciones en la
sensibilidad de GAs tales como sly-5, gar2-1, rga-2 y rga-2/gai-d5 (Swain et al, 2004). En
arroz, los mutantes de biosintesis como el D35 (deficiencia en enzima de biosintesis KO)
muestran una disminucién en el desarrollo del polen y la elongacién del tubo polinico mientras
gue los mutantes de sefializacién solamente muestran defectos en el desarrollo del polen (Chhun
et al, 2007).

Otro aspecto importante en el desarrollo reproductivo de la planta es la formacion y desarrollo
de los frutos y en el cual las GAs desempefian un papel crucial (Pharis y King, 1985; Gillaspy et
al, 1993). Varias evidencias experimentales demuestran la importancia de las GAs en el cuajado

y desarrollo del fruto en tomate:

1. EIl contenido de GAs activas se incrementa en los ovarios después de la polinizacion
(Bohner et al, 1988; Koshioka et al, 1994; Serrani et al, 2007a).

2. La aplicacién exdgena de GAs a ovarios emasculados no polinizados induce el
desarrollo partenocarpico del fruto (Alabadi et al, 1996, Fos et al, 2000, 2001; Serrani
et al, 2007b).
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3. La aplicacién de un inhibidor de la sintesis de GAs (paclobutrazol) a ovarios
polinizados inhibe su desarrollo y este efecto puede ser revertido por la aplicacion de
exogena de GA; (Fos et al, 2000, 2001).

4. La pérdida de funcion de la proteina DELLA, un represor de la ruta de sefializacién por
GAs, induce la produccion de frutos partenocarpicos (Marti et al, 2007; Carrera et al,
2012).

5. Plantas de tomate transgénicas que sobre-expresan el gen de biosintesis CcGA200x1
producen un mayor nimero de frutos partenocéarpicos que las plantas silvestres (Garcia-
Hurtado et al, 2012).

6. Los ovarios de plantas transgénicas, donde se suprime la expresion del enzima de
biosintesis SIGA200x1, no se desarrollan a menos que sean polinizados con polen

silvestre (Olimpieri et al, 2011).

En ovarios del mutante procera, donde se encuentra constitutivamente activada la respuesta a
GAs, la expresion de enzimas relacionados con la division (ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas), y la expansion celular (expansinas y xiloglucan transferasas) se induce
significativamente luego de la antesis (Carrera et al, 2012). Estos resultados sugieren que las
GAs promueven el desarrollo del fruto de tomate promoviendo tanto la division como la

expansion celular.

9. El RNA de interferencia como herramienta para estudios genéticos
funcionales

En la actualidad, gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion, ha sido posible conocer
el genoma completo de varias especies vegetales como Arabidopsis, arroz, tomate, patata, café,
maiz, meldn y fresa. El conocimiento de las secuencias de DNA abre la puerta al siguiente reto
que es dilucidar la funcion bioldgica de los diversos genes, lo cual resulta de vital importancia y

aplicacion en proyectos de mejora biotecnolégica.

Uno de los enfoques empleados para determinar la funcion de un gen se denomina genética
reversa y consiste en eliminar la expresion del gen cuyo papel se desea conocer para observar
los efectos que se producen en la planta e inferir su funcién. La expresion de un gen puede
eliminarse usando estrategias como la mutagénesis insercional, la expresion en antisentido y la
co-supresion (Waterhouse y Helliwell, 2003). La mutagénesis insercional puede realizarse por
inserciones de T-DNA (Krysan et al, 1999) o por elementos transponibles (Speulman et al,
1999) y ha permitido crear colecciones de mutantes nulos de especies como Arabidopsis

thaliana y arroz que han resultado muy Utiles para la comunidad cientifica (Alonso et al, 2003;
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Sallaud et al, 2004). Sin embargo, la aplicacion de estas técnicas resulta limitada ya que no
puede usarse para analizar genes duplicados. Ademas cuando existe redundancia génica o se
trata de especies poliploides, se hace necesario generar mutantes maltiples, lo cual en ciertas
especies resulta extremadamente laborioso (Waterhouse y Helliwell, 2003; Travella et al, 2006).
La tecnologia del RNA de interferencia o Silenciamiento Génico Post-Transcripcional (SGPT)
en cambio, no se encuentra limitada por estos factores y ha demostrado ampliamente su
efectividad y versatilidad para suprimir eficientemente la expresion de uno o varios genes en
diversas especies vegetales, incluidas especies de dificil transformacién (Katoch y Thakur,
2013).

La tecnologia del RNA de interferencia se basa en un fenomeno natural que ocurre en las
plantas como mecanismo de defensa ante virus y elementos transponibles y también como
mecanismo de regulacion de diversos genes enddgenos (Ali et al, 2010). Este fenémeno se
observo de forma accidental por primera vez en petunia en 1990 (Napoli et al, 1990), aunque se
describio en detalle afios mas tarde en el nematodo Caenorhabdites elegans (Fire et al, 1998) y
a partir de aqui se convirti6 en una herramienta de gran valor para estudios de genética
funcional. EI RNA de interferencia ha sido usado en un amplio nimero de especies para estudiar
la funcién de genes y también se ha empleado para la modificacién de caracteres de interés
agronomico, ornamental y medicinal en especies tales como petunia (Muir et al, 2001; Kapoor
et al, 2002), Arabidopsis (Dhankher et al, 2006), algodon (Liu et al, 2002), arroz (Kusaba et al,
2003), café (Ogita et al, 2003); cebolla (Eady et al, 2008) y tomate (Davuluri et al, 2005), entre

otras.

El proceso de SGPT se inicia con una molécula de RNA de doble cadena (RNAdCc), de longitud
variable, que puede originarse a partir de la transcripcion de algunas secuencias codificadas en
el genoma de la planta, del genoma de un virus o puede introducirse de forma artificial
(Baulcombe, 2004). En esta molécula de RNAdc una de las cadenas es igual a la secuencia del
RNA mensajero del gen que se quiere silenciar (cadena sentido) y la otra cadena es
complementaria (cadena antisentido). La molécula RNAdc es reconocida por unos enzimas
llamadas Dicer (DCL), que son RNAasas de tipo Ill y que usan como sustrato RNAS
bicatenarios. Las moléculas RNAdc son cortadas por los enzimas DCL en moléculas RNAdc
pero méas pequefias de entre 21 y 24 nucle6tidos (RNAdc? ™). Estos RNAdc? ™ tienen una
particularidad y es que tienen 2 nucle6tidos libres en el extremo de cada cadena. Esta estructura

caracteristica de los RNAdc?2m

permite su reconocimiento y unién al Complejo de
Silenciamiento Inducido por RNA [(RISC por sus siglas en inglés (RNA-Induced Silencing
Complex)]. Una vez unidos los RNAdc?#™ al RISC se degrada la cadena sentido mientras que
la cadena antisentido permanece unida al RISC y lo “guia” hacia el mensajero del gen en

estudio induciendo su degradacion (Katoch y Thakur, 2013). EI nacleo del complejo RISC son
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las proteinas Argonautas (AGO). Estas proteinas pertenecen a una familia de proteinas
altamente conservada tanto en plantas como animales y poseen 2 dominios llamados PAZ
(Piwi-Argonaute-Zwille) y PIWI. El dominio PAZ es el que media la unién a los RNAdc? 2
y el dominio PIWI posee actividad RNAsa similar a el enzima RNAasaH (Song et al, 2004;
Poulsen et al, 2013). Ademas de los enzimas DCL y AGO para el silenciamiento génico son
importantes las RNA polimerasas RNA dependientes para amplificar las secuencias de RNAdc

(Katoch y Thakur, 2013).

Para inducir silenciamiento génico en plantas se emplean dos estrategias mayoritariamente: las
construcciones de secuencias homologas invertidas, separadas por un intron (tipo horquilla o
SshRNA) (Smith et al, 2000; Helliwell y Waterhouse, 2003) y los microRNA artificiales
(@amiRNA) (Schwab et al, 2006). Actualmente existen disponibles varias colecciones de
vectores comerciales que permiten obtener estas construcciones a través de pasos sencillos de
clonaje y ademéas brindan un amplio rango de posibilidades de acuerdo a los intereses del
estudio ya que cuentan con diferentes tipos de marcadores y promotores (Karimi et al, 2007;
Eamens y Waterhouse, 2011; Yan et al, 2012; Zhou et al, 2013).

Las construcciones shRNA se generan a partir de secuencias clonadas en orientaciones
invertidas separadas por un intrén y que al transcribirse por complementariedad generan una
estructura de tipo horquilla (Smith et al, 2000; Helliwell y Waterhouse, 2003). El rango de
longitudes de secuencia que se pueden usar en este tipo de construcciones varia desde 50pb a
1.6kb, aunque el tamafio dptimo se sitla entre los 300-600pb puesto que fragmentos muy
pequefios tienen una baja frecuencia de silenciamiento mientras que secuencias muy grandes
pueden producir recombinaciones dentro de las bacterias usadas en el clonaje (Wesley et al,
2004). Este tipo de construcciones se ha empleado eficientemente en varias especies vegetales
como A. thaliana (Kaur et al, 2006), trigo (Travella et al, 2006; Gil-Humanes et al, 2008; Gil-
Humanes et al, 2010) y arroz (Miki et al, 2005; Piston et al, 2010; Shigemitsu et al, 2012;
Wang et al, 2013b) para inducir silenciamiento simple y mdaltiple. Este tipo de construcciones
tiene como desventaja que el procesamiento del precursor RNAdc inicial por los enzimas DCL
se realiza de forma aleatoria generandose una mezcla de varias moléculas diferentes de
RNAdc??*™" a partir de la molécula RNAdc inicial lo cual incrementa el riesgo de suprimir
genes no deseados (Xu et al, 2006). Ademas, en algunas ocasiones este tipo de transgenes puede

ser auto silenciado (Molnar et al, 2009).

Los micro-RNA (miRNA) constituyen un tipo de RNAdc no codificantes de 20-24 nucledtidos.
Los miRNA se originan a partir de precursores (pre-miRNA) mas grandes que se forman al
transcribirse moléculas de RNA no codificantes y que forman una estructura de horquilla. Los

pre-miRNA son procesados por los enzimas DCL y obtiene una molécula de RNAdc
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miRNA/mMIRNA*, donde miRNA corresponde a la cadena antisentido que se une al RISC y
miRNA* es la cadena sentido (Schwab y Voinnet, 2009). Los pre-miRNAestan codificados en
el genoma de la planta y tienen funcién reguladora (Huntzinger e lzaurralde, 2011). La
tecnologia de los amiRNA aprovecha este mecanismo natural para generar RNAdc que silencien
genes de interés. Los amiRNA son secuencias de 21 nucleé6tidos que no se encuentran de forma
natural en la planta y que se generan al sustituir dentro de la secuencia del pre-miRNA
enddgeno la secuencia correspondiente al miRNA por la del amiRNA de tal forma que al ser
procesado por el enzima DCL se generaran moléculas RNAdc que induciran el silenciamento
del gen de interés (Zeng et al, 2002; Scwab et al, 2006). Los pre-miRNA mas empleados son
pre-miRNA319a (Scwab et al, 2006); pre-miRNA164b (Alvarez et al, 2006), pre-miRNA159a
(Niu et al, 2006); pre-miRNAL71 (Parizotto et al, 2004); pre-miRNA172a (Schwab et al, 2006)
y pre-miRNA169d (Liu et al, 2010) de Arabidopsis thaliana. Estos pre-miRNA a pesar de
proceder de A.thaliana han sido empleados con gran eficacia en otras especies como tabaco,
tomate (Alvarez et al, 2006) y berenjena (Toppino et al, 2011). Los amiRNA inducen el
silenciamiento de forma eficiente y poseen una ventaja sobre los ShRNA ya que en este caso el
corte de la DCL solo ocurre en un punto especifico del precursor y solamente se origina un tipo
de molécula por lo que resulta altamente especifico y ademas el riesgo de silenciar genes no

deseados resulta minimo (Ossowski et al, 2008; Li et al, 2013).

En ambos tipos de construcciones la eficiencia del silenciamiento estd relacionada
principalmente con la homologia de secuencia entre la secuencia inductora y la secuencia diana
y con la abundancia del mensajero que se desea silenciar (Kerschen et al, 2004; Miki et al,
2005; Gil-Humanes et al, 2010; Shigemitsu et al, 2012).

10. Tomate (Solanum lycopersicum L)
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos carnosos tipo baya mas estudiados.

Actualmente el tomate es una de las hortalizas mas consumida a nivel mundial

(FAOSTAT, http://faostat3.fao.org/home/index.html). Es muy apreciado por su alto valor

nutricional y puede consumirse de varias formas tanto en fresco como procesado en forma de
pastas, sopas, zumos o salsas (Bergougnoux, 2013). Ademas de su valor comercial y
nutricional, el tomate también es una especie modelo debido a diversas caracteristicas, algunas
de las cuales no se encuentran en otras especies modelo como Arabidopsis thaliana,
Antirrhinum majus y arroz (Oryza sativa L.). Estas caracteristicas son: crecimiento simpodial,
formacién de hojas compuestas, frutos climatéricos carnosos tipo baya, ciclo de vida
relativamente corto, insensibilidad a fotoperiodo (su floracion y fructificacion no estan influidas
por el fotoperiodo), genoma relativamente pequefio (950 Mb) y facilidad para la transformacion

genética (Carvalho et al, 2011; Ranjan et al, 2012; Bergougnoux, 2013).
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El tomate es una planta dicotileddnea perteneciente a la familia de las solandceas. Dentro de esta
familia podemos encontrar también otras especies de interés para la agricultura y de uso
ornamental como patata, pimiento, berenjena, tabaco y petunia (Bergougnoux, 2013). La

taxonomia aceptada para el tomate es la siguiente (Foolad, 2007):

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobinta
Superdivision: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Suborden: Solanineae
Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: lycopersicum

10.1 Arquitectura de la planta y desarrollo vegetativo.

El tomate es una planta perenne que se cultiva como anual, que puede desarrollarse de forma
rastrera, semierecta o erecta. El tallo tiene 2-4 cm de didmetro en la base y estd cubierto por
tricomas glandulares y no glandulares que salen de la epidermis (Nuez, 2001). Las plantas de
tomate presentan un patron de crecimiento simpodial (Figura 1.8A). Luego de emerger de la
semilla, el meristemo apical del tallo (SAM) comienza a producir nudos vegetativos u hojas (8-
12 segun la variedad) hasta que el SAM se transforma en meristemo inflorescente (MI) y
produce una inflorescencia en forma de racimo. A este primer tramo de tallo se le denomina
“segmento inicial” o tallo principal. Posteriormente, se activa el Meristemo Simpodial (MS) que
es el meristemo situado en la axila de la dltima hoja antes de la inflorescencia terminal (Hoja
Terminal) y el tallo continda creciendo desplazando la inflorescencia terminal por debajo de la
hoja terminal. A partir del MS aparecen tres nudos vegetativos y luego el MS se transforma en
MI y sale otra inflorescencia. Luego se activa el siguiente MS y se vuelve a repetir el proceso a
lo largo del tallo a través de sucesivos segmentos o unidades simpodiales formados por tres
hojas y una inflorescencia (Atherton y Harris, 1986; Schmitz y Theres, 1999). Este tipo de
crecimiento se observa en variedades como MoneyMaker, p73 y Ailsa Craig y también es
denominado crecimiento indeterminado puesto que el &pice vegetativo no pierde dominancia
apical y el tallo continda creciendo. La determinacion de los meristemos en tomate esta regulada
por el gen Self Pruning (SP) (Pnueli et al, 1998), ortdlogo de los genes Terminal Flower 1
(TFL1) de Arabidopsis (Bradley et al, 1997) y CENTRORADIALIS (CEN) de Antirrhinum

(Bradley et al, 1996). En Arabidopsis y Antirrhinum estos genes son responsables de mantener
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el estado indeterminado del SAM y también regulan la arquitectura de la inflorescencia
(Bradley et al, 1996; Bradley et al, 1997). En tomate, en cambio, la pérdida de funcion del gen
SP no tiene efectos sobre la arquitectura de la inflorescencia ni sobre el segmento inicial del
tallo. En mutantes sp se reduce el nimero de unidades simpodiales en el tallo y la fase
vegetativa termina con la aparicién de dos inflorescencias consecutivas (Figura 1.8B), lo cual
sugiere que el gen SP actla regulando la determinacion de los MS (Pnueli et al, 1998; Thouet et
al, 2008). Al patron de crecimiento de los mutantes sp se le conoce como determinado y se

aprecia en variedades como Micro-Tom, UC-82 y Rutgers (Marti et al, 2006).

SEGUNDA UNIDAD
| SIMPODIAL

PRIMERA UNIDAD
| SIMPODIAL

HT

SEGMENTO
TALLO " INICIAL

COTILEDONES

Pl

Figura 1.8. Representacion esquematica de arquitectura del tallo y patrén de crecimiento en tomate. A: Patron
de crecimiento simpodial indeterminado; B: Patron de crecimiento determinado de mutantes sp.
HT: Hoja Terminal; IT: Inflorescencia Terminal; MS: Meristemo Simpodial; BS: Brote simpodial

Las hojas del tomate son pinnado compuestas. Una hoja tipica tiene un gran foliolo terminal y
puede tener hasta 8 grandes foliolos laterales, que a su vez, también pueden ser compuestos. Los
foliolos son usualmente peciolados y lobulados irregularmente con bordes dentados. Las hojas
son de tipo dorsiventral o bifacial, y estan recubiertas de pelos del mismo tipo que los del tallo.
El sistema radicular estd compuesto por una raiz principal (corta y débil), raices secundarias

(numerosas y potentes) y raices adventicias (Nuez, 2001).

10.2 Desarrollo reproductivo
Las flores de tomate son hermafroditas y constan de cuatro verticilos: caliz, corola, androceo y
gineceo (Figura 1.9). El caliz o verticilo exterior, lo conforman los sépalos de color verde. El

siguiente verticilo que es la corola esta formado por pétalos de color amarillo. Las flores de
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tomate poseen el mismo numero de sépalos que de pétalos que oscila entre 5y 7. El siguiente
verticilo es el androceo que son los estambres (6rganos masculinos de la planta) y se desarrollan
fusionados formando un cono que envuelve el cuarto verticilo que es el gineceo (6rganos
femeninos). EI gineceo en tomate estd formado por la fusidén de al menos dos carpelos y en él
pueden distinguirse tres estructuras: estigma, estilo y ovario, dentro del cual estan contenidos
los 6vulos. El ovario puede ser bilocular o plurilocular y es la estructura que se desarrollara
como fruto después de la fertilizacion (Gasser y Robinson-Beers, 1993; Lozano et al, 2009). Las
flores se agrupan en inflorescencias de tipo racemoso y se unen al eje floral por medio de un
pedicelo articulado que contiene la zona de abscision, distinguible por un engrosamiento con un

pequefio surco originado por una reduccion del espesor del cértex.

El fruto es una baya, generalmente de color rojo. Puede tener forma globular, ovoide o aplastada
y puede tener dos o mas ldculos. El tamafio y forma del fruto son caracteres heredables. El
tamafio del fruto estd controlado por aproximadamente 30 QTLs (Quantitative Trait Loci). El
gen Fw2.2 se ha identificado como el responsable de casi el 30% las variaciones en el tamafio
del fruto y codifica para un regulador negativo del ciclo celular que inhibe el proceso de mitosis
(Cong y Tanksley, 2006). Para la forma del fruto se conocen actualmente cuatro genes: SUN y
OVATE, que controlan la forma elongada del fruto, FASCIATED, asociado a frutos de forma
aplastada y LOCULE NUMBER, que regula el namero de léculos del fruto (Seymour et al,
2013).

El fruto de tomate esta constituido por: pericarpo, tejido locular, placenta y semillas (Figura
1.9). El pericarpo se desarrolla a partir de la pared del ovario y estd formado por tres capas:
endocarpo, mesocarpo y exocarpo. Ademas, en el pericarpo encontramos las paredes radiales o
septos que separan los léculos y la pared interna o columnela. El endocarpo o capa mas interna
estd constituido por una capa celular que delimita los l6culos. Los l6culos son cavidades en el
interior del fruto, llenas de tejido locular y es donde estan contenidas las semillas. El tejido
locular colinda con la placenta puesto que surge a partir de ésta. EI mesocarpo estd compuesto
por tejido de tipo parenquimatico y presenta varios haces vasculares distribuidos de forma radial
a lo largo del pericarpo. Por ultimo tenemos la capa mas externa que es el exocarpo que esta
compuesto por una epidermis que no posee estomas, y tres o cuatro capas subepidérmicas de
tipo colenquimatico (Gillaspy et al, 1993).
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Figura 1.9. Morfologia de flor y fruto de tomate (adaptado de www.biographixmedia.com/biology/tomato-
flower-fruit.html). A la izquierda se representa una flor de tomate completamente desarrollada, al momento
de la antesis. A la derecha se representa un fruto maduro de tomate. Se observan el pericarpo formado a su
vez por, de adentro hacia afuera, endocarpo, mesocarpo y exocarpo, los septos, las semillas en contacto con la
placenta, rodeadas de tejido locular, y en el eje central se encuentra la columela.

Los 6vulos son las estructuras precursoras de las semillas y estan formados por tres estructuras
basicas: la nucela, los integumentos (uno interno y otro externo) y el funiculo. La nucela se
deriva de la porcion apical del primordio del 6vulo y es la encargada de producir el
megasporocito, que luego de pasar por procesos de division celular por meiosis dara origen a las
megasporas. Los integumentos envuelven la nucela y el funiculo conecta los évulos a la
placenta. .Las semillas se originan a partir de los évulos fertilizados y tienen forma lenticular.
Estan formadas por el embrién, el endospermo y la testa o cubierta seminal. EI embrién se
forma como resultado de la union de la megaspora de la nucela (célula haploide femenina) y la
célula masculina que llega a través del tubo polinico. EI endospermo sirve como fuente de
nutrientes para el embrién en desarrollo. Los integumentos del évulo tienen funcion protectora
ya que luego de la fertilizacién crecen englobando el embrién y finalmente forman la testa o
cubierta seminal que es la capa méas externa de una semilla (Reiser y Fischer, 1993; Linkies et
al, 2010). En las semillas de tomate la testa es una capa rigida compuesta principalmente por f3-

galactomananos (Groot et al, 1988; Chen y Bradford, 2000).

10.2.1 Fructificacion.

Los frutos son muy importantes para garantizar el éxito reproductivo de las plantas puesto que
primero funcionan como receptadculo para el proceso de maduracion de las semillas
protegiéndolas del ataque de depredadores y de condiciones ambientales desfavorables y
posteriormente favorecen la dispersion de las semillas (Gillaspy et al, 1993). La fructificacion
es el proceso de formacion del fruto y es un proceso bastante complejo que puede dividirse en

tres grandes etapas: polinizacion, fertilizacion y crecimiento del fruto.
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10.2.1.1 Polinizacion.

La polinizacion es la primera etapa en la formacion del fruto y es el proceso de transferencia del
gametofito masculino (polen) desde el 6rgano masculino (antera) al érgano femenino (estigma)
(Dumas y Rogowsky, 2008). La flor de tomate es autégama, lo cual quiere decir que se
autopoliniza. El estilo de las flores de tomate comienza a emerger desde etapas tempranas del
desarrollo floral (brotes florales de aproximadamente 2mm) y se alarga rapidamente, empujando
el estigma a través del cono estaminal, hasta alcanzar una longitud de aproximadamente 7mm
(Brukhin et al, 2003; Nuez, 2001). Al mismo tiempo también se desarrollan y maduran los
granos de polen en las anteras a partir de las células madre del polen (CMP) por procesos de
meiosis. Las CMP se producen en el tejido esporégeno de la antera y se transforman en tétradas
de microsporas haploides por dos divisiones meioticas consecutivas (Mascarenhas, 1989).
Cuando la flor alcanza un tamafio aproximado de 10mm se produce la antesis y las anteras
dehiscen liberando el polen maduro y de esta forma permiten la caida de los granos de polen en
el estigma. La polinizacion generalmente se produce en el momento de la antesis, aunque el
estigma permanece receptivo desde dias antes hasta dos dias después de la antesis (Brukhin et
al, 2003; Nuez, 2001).

La transferencia de los granos de polen al estigma depende de factores exdgenos como la
temperatura y de factores endégenos como la longitud del estilo (Lozano et al, 1998; Nuez,
2001; Sato et al, 2004). La temperatura 6ptima para que se produzca exitosamente la
polinizacion debe estar entre 17°C y 24°C puesto que fuera de ese rango se producen
alteraciones en el nimero e identidad de los 6rganos florales asi como fallos en la liberacion de
los granos de polen; los cuales imposibilitan la polinizacién (Lozano et al, 1998; Sato et al,
2004). También es muy importante la longitud del estilo, para que se produzca la polinizacion el
estigma debe estar situado a la altura del cono de las anteras o por debajo de él (Nuez, 2001).
Actualmente se conoce un QTL en el cromosoma 2 de tomate denominado stigma exsertion
2.1 0se2.1, formado por al menos cinco genes: tres de ellos controlan la longitud del estambre
(stamen2.1, stamen2.2 y stamen2.3) uno controla la longitud del estilo (style2.1) y otro
condiciona la dehiscencia de las anteras (dehiscence2.1) (Chen y Tanskley, 2004; Chen et al,
2007).

10.2.1.2 Fertilizacion.

La fertilizacion o fecundacion es el siguiente paso en el proceso de fructificacion y comprende
la unién de los gametos masculinos y femeninos para formar el embrion (Figura 1.10). El saco
embrionario (gametofito femenino) en las angiospermas consiste en siete células y cuatro tipos
celulares diferentes: tres células antipodas, dos células sinérgidas, una ovocélula o cigoto y un
nacleo polar (Figura 1.10C). Las células que forman el gametofito femenino estan organizadas

con un patron y una disposicién caracteristica. Las tres células que se sitlan en el extremo
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apical son la ovocélula o cigoto y esta flanqueada por las dos sinérgidas. En el extremo opuesto
se sitlan las células antipodas y en el centro, ocupando casi todo el volumen del saco
embrionario, se sitla el nacleo polar (Yadegari y Drews, 2004). EI gametofito masculino esta
compuesto por dos nucleos: un ndcleo vegetativo, encargado de formar el tubo polinico y un
nacleo generativo, que formara las células espermaticas o gametos masculinos. Una vez
depositados los granos de polen en el estigma éstos se hidratan y germinan creando el tubo
polinico a partir del nicleo vegetativo. El tubo polinico penetra en el canal de estilo y se alarga
hasta llegar y penetrar en el en el dvulo a través del micropilo, que es una pequefia apertura en la
base apical de los évulos (Dumas y Rogowsky, 2008). Mientras esto ocurre, la célula generativa
que esta dentro del grano de polen, sufre un proceso de division que da origen a dos células
espermaticas haploides. Una vez formado el tubo polinico, las dos células espermaéticas
descienden por el mismo tubo y penetran en el saco embrionario a través de una de las dos
sinérgidas, teniendo lugar la rotura del tubo polinico y la liberacion de las dos células
espermaticas. Tras la migracion de las células espermaéticas se produce el proceso de la doble
fecundacion. Una célula espermatica (n) se une con la ovocélula también haploide (n) para
formar el cigoto diploide (2n) a partir del cual se desarrollara el embrién y la otra célula
espermatica se une a las células del nucleo polar para formar el endospermo que servird como

reserva de nutrientes para el embrion (Berger et al, 2006).
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Figura 1.10. Representacion esquematica del proceso de fertilizacion de ovarios de tomate. A: El grano de
polen que contiene dos nucleos (vegetativo y generativo) se adhiere al estigma. B: Se forma el tubo polinico a
partir del niclero vegetativo y penetra en el canal del estilo hasta llegar a los 6vulos. El ndcleo generativo se
divide para formar dos células espermaticas. C: El tubo polinico penetra a través del micrépilo y una de las
células espermaticas se une con el cigoto haploide (n) para formar el cigoto diploide o embrién (2n). La otra
célula espermatica se une con las células del niicleo polar para formar el endospermo que se convertira en
fuente de nutrientes para el embrion.

—_—

Ovulos
Ovario ]

El nimero de 6vulos fecundados, y por consiguiente el nimero de semillas, dependen del
namero de células espermaticas que alcancen los évulos (Ho y Hewitt, 1986). Al igual que la
polinizacion, la fecundacién también depende de factores ambientales como la temperatura. La
exposicion a temperaturas superiores a los 24°C causa fallos en el proceso de germinacién del

polen impidiendo la formacion del tubo polinico y por tanto la fecundacion (Sato et al, 2004).
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10.2.1.3 Crecimiento del fruto.

Una vez que tienen lugar la polinizacién y fertilizacion de los dvulos, se inicia el crecimiento
del fruto que dura aproximadamente 50 dias. El proceso de crecimiento del fruto de tomate
puede dividirse en 4 fases: cuajado, division celular, expansion celular y maduracion (Jong et al,
2009). El cuajado incluye los dos primeros dias después de la antesis, donde no se detecta
crecimiento del ovario y representa la transicion de ovario a fruto (Gillaspy et al, 1993) (Figura
I.11A). El ovario comienza a crecer a partir de la segunda fase que se inicia 2 DPA (Dias Post-
Antesis) y en esta fase predomina el crecimiento por division celular (Figura 1.11B). Esta fase se
inicia con las sefiales generadas por los évulos fecundados que producen un aumento en la tasa
de division celular principalmente en la pared del ovario (Gillaspy et al, 1993; Pab6n-Mora y
Litt, 2011). Alrededor de los 7-8DPA ademas de la division celular también comienza a notarse
expansion celular (Figura 1.11C), responsable en gran medida del tamafio final del fruto. La fase
de division celular cesa a los 10-14DPA y a partir de aqui y hasta 24-30DPA el crecimiento del
fruto esta controlado por la expansion celular. Durante este tiempo la pared del ovario se ha
transformado en el pericarpo, los 6vulos en las semillas y se desarrolla la placenta que es un
tejido gelatinoso formado por células muy vacuoladas que engloba las semillas y rellena todo el
espacio interior del fruto (Jong et al, 2009). Al final de la etapa de expansion celular el fruto ya
ha alcanzado su tamafio final por lo que solo queda la ultima fase que es la fase de maduracion
(Figura 1.11D) en la cual el fruto pasa de color verde a naranja y finalmente a rojo (Pab6n-Mora
y Litt, 2011). Las semillas en desarrollo pueden controlar y mantener la tasa de divisiones
celulares en el tejido locular y la placenta, ya que se ha observado que el nimero de évulos
fecundados determina la tasa inicial de crecimiento del ovario (Varga y Bruinsma, 1986).
También se conoce que existe una correlacion directa entre el nimero de semillas en desarrollo

y el tamafio final del fruto (Hobson y Davies, 1970; Varga y Bruinsma, 1986).

Figura 1.11. Desarrollo del fruto de tomate (Jong et al, 2009). (A) La primera etapa del desarrollo o cuajado
comienza cuando el ovario es fertilizado. (B) Segunda etapa del desarrollo que es la etapa de division celular,
que si inicia 2 dias post-antesis (DPA) y se extiende hasta los 10-14 DPA. (C) Tercera etapa de expansion
celular que se inicia a los 7-8 DPA y se prolonga hasta 30 DPA. (D) Luego tiene lugar la fase final que es la fase
de maduracion hasta la obtencion de frutos maduros.
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En ausencia de fertilizacién generalmente los ovarios de tomate no se desarrollan como frutos.
Sin embargo, en algunas ocasiones el ovario puede desarrollarse sin fertilizacion. La
partenocarpia es una via alternativa al desarrollo normal del fruto, dependiente de fertilizacion,
y consiste en el desarrollo del ovario sin la formacion de semillas (Gillaspy et al, 1993). La
partenocarpia puede ocurrir cuando falla la polinizacion, cuando ocurre la polinizacién pero no
se produce la fertilizacién o cuando ocurren ambos procesos pero abortan las semillas. La
produccién de frutos partenocarpicos en tomate puede producirse de forma natural o puede

inducirse de forma artificial (Gillaspy et al, 1993).

La partenocarpia natural, controlada genéticamente, podemos observarla en algunos cultivares
como el cultivar ruso Severianin obtenido por Solovjeva y RP75/59, obtenida por Reimann-
Philipp en Alemania (Philouze, 1983). La capacidad partenocarpica de estas plantas esta
controlada por dos sistemas genéticos no alélicos: pat-2 en el cultivar Severianin (Philouze y
Maisonneuve, 1978; Nuez et al, 1986) y pat-3/pat-4 en RP75/59 (Nuez et al, 1986, Vardy et al,
1989). La partenocarpia natural a su vez puede ser obligada o facultativa (Ho y Hewitt, 1986).
La partenocarpia obligada esta asociada a la esterilidad genética y las plantas que la poseen
requieren métodos vegetativos de propagacion, ya que nunca se producen semillas (Medina,
2010). La partenocarpia facultativa tiene lugar cuando el proceso de polinizacién y fecundacién
falla debido a condiciones ambientales como exposicion a temperaturas desfavorables (Hazra y
Dutta, 2010). La partenocarpia se puede inducir artificialmente mediante la aplicacion de
extractos de polen, polen muerto o fitohormonas como GAs y Auxinas (Serrani et al, 2007b).
La partenocarpia también puede lograrse por transgénesis introduciendo transgenes que
codifican para enzimas de biosintesis de GAs como la GA200x1 (Garcia-Hurtado et al, 2012) o
transgenes que supriman la expresion de reguladores negativos (gen SIDELLA) de la via de
sefializacion de GAs (Marti et al, 2007)

10.3 El cultivar Micro-Tom.

El Micro-Tom es un cultivar de tomate que presenta un fenotipo enano (Figura 1.12) y fue
desarrollado como planta ornamental a partir de cruce entre los cultivares Florida Basket y Ohio
4013-3 (Scott y Harbaugh, 1989). Este cultivar se caracteriza por tener entrenudos cortos, frutos
de pequefio tamario (3-4g) y una apariencia compacta similar a un arbusto. Inicialmente este
cultivar fue desarrollado para fines ornamentales pero ciertas caracteristicas como su ciclo de
vida corto, comparado con cultivares no enanos y que ocupa poco espacio asi como su facilidad
para la transformacion genética lo convirtieron en un cultivar modelo (Carvalho et al, 2011).
Algunos autores sugieren que el cultivar Micro-Tom constituye un sistema adecuado para
investigar la regulacion hormonal del cuajado y desarrollo del fruto ya que la fructificacion en

este cultivar no presenta diferencias significativas en las respuestas a los estimulos hormonales
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(Meissner et al, 1997; Eyal y Levy, 2002; Serrani et al, 2007b). Los ovarios de Micro-Tom se
desarrollan normalmente en respuesta a la polinizacion. Los ovarios no polinizados de este

cultivar fructifican partenocarpicamente en respuesta a la aplicacion de GAs y auxinas, efecto

observado previamente en otros cultivares de tomate (Koshioka et al, 1994; Alabadi et al, 1996;
Alabadi y Carbonell, 1998; Fos et al, 2000, 2001).

Figura 1.12. Plantas de Micro-Tom.

El fenotipo enano de Micro-Tom es debido a la presencia de varias mutaciones puntuales en los
genes: Dwarf (D) (que codifica una 6-deoxocatasterona dehidrogenasa, de la ruta de biosintesis
de brasinosteroides, que conduce a un missplicing); Self-pruning (SP) (que controla el fenotipo
determinado/indeterminado), y del gen Internode Length Reduction (lIr) (probablemente similar
a Miniature, Mnt, alin no caracterizado) (Marti et al, 2006). El fenotipo enano de Micro-Tom no
es el resultado de deficiencias de GAs. Este cultivar ademds tiene diversos genes Cf
(Cladosporium fulvum) de resistencia a hongos (Marti et al, 2006).

El cultivar Micro-Tom presenta un habito de crecimiento determinado a causa de la mutacion en
el gen SP (Figura 1.8B). Una planta caracteristica de Micro-Tom se determina después de que
aparezcan 6-9 hojas y en la axila de la hoja terminal aparecen dos inflorescencias. Luego en la
axila de la hoja anterior a la hoja terminal aparece un brote (brote simpodial) que sigue el
siguiente patrén de crecimiento: dos hojas-dos inflorescencias-dos hojas-dos inflorescencias
(Figura 1.8B) (Carvalho et al, 2011). Luego de que la planta se ha determinado y se desarrolla el
brote simpodial los meristemos de las axilas inferiores, empezando por las axilas mas cercanas
al brotes simpodial, comienzan a desarrollar brotes laterales con un patrén similar al brote
simpodial. Estos brotes se desarrollan comenzando por las axilas mas cercana al brote
simpodial. Al cabo de 70-80 dias se han desarrollado brotes en casi todas las axilas de la planta

confiriéndole un aspecto arbustivo (Figura 1.12).
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MATERIALES Y METODOS

57



58



MATERIALES

1. Material biolégico

En el presente trabajo se utilizé el cultivar de tomate (Solanum lycopersicum L.) Micro-Tom.

Este es un cultivar ornamental (Scott y Harbough, 1989) de crecimiento determinado.

Escherichia coli: DH5a (endAl hsdR17 (rK —mK+) gInV44 thi-1 recAl gyrA (Nalr) relAl
A(lacIZY AargF) U169 deoR (@80dlacA(lacZ)M15)

Agrobacterium tumefaciens: LBA4404, derivada de la cepa salvaje Ach5 (Hoekema et al,

1983).

2. Secuencias

2.1 Cebadores

Los cebadores empleados en este trabajo fueron suministrados por Invitrogen y Fermentas. Las

secuencias de los cebadores de las reacciones de RT-gPCR se tomaron de Serrani et al, 2008.

Cebadores Secuencia (5’-3’) Tm (°C)
Clonaje transgén 35S::shRNA2ox
S1GA20x4-af CTCGAGTCTAGAACCTCATCGTTA 51
S1GA20x4-ar TCCAAATCCAATTTCTTATTGCCA 45
S1GA20x1-bf TGGCAATAAGAAATTGGATTTGGA 45
S1GA20x1-br CCACTCTATGTCTCACACTCTTAA 49
S1GA20x3-cf TTAAGAGTGTGAGACATAGAGTGG 49
S1GA20x3-cr ATCGATGGTACCTATAAATATTAG 44
attBlshRNA2ox GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATCTCGAGTCTAGAACCTCATCG 80,4
attB2shRNA20x GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATCGATGGTACCTATAAATAT 76,8
Clonaje transgén 35S::amiRNA2oxl1
A CTCGAGTCTAGAACCTCATCGTTA 57,6
B TCCAAATCCAATTTCTTATTGCCA 57,8
I TGGCAATAAGAAATTGGATTTGGA 45
II CCACTCTATGTCTCACACTCTTAA 49
III TTAAGAGTGTGAGACATAGAGTGG 49
v ATCGATGGTACCTATAAATATTAG 44
attBlamiRNA2ox1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAAACACACGCTCGGACGCAT 85,7
attB2amiRNAZ2ox1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGGCGATGCCTTAAATARA 82,4
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RT-gPCR
GGCATGTAAGATATTAGAATTGA 51,75
S1GA20x1-qgF1l
S1GA20x1-gR1 TTAATCCGTAGTAGAGAATCAGA 51,48
TCCCACCATGTTAGGAATTAT 54,51
S1GA20x2-gF1l
TGTAAGCCCACAATGAGCATC 59,54
S1GA20x2-gR1
GACCCTTCTACTTTCAGCTC 51,74
S1GA20x3-qgF1l
AAATTGAATTGTCTTCTATCCA 51,83
S1GA20x3-9gR1
ATGGAAGGAAAAGACAGTTTA 51,82
S1GA20x4-gF1l
CTTTTCTCAAATAGGACCAAC 51,82
S1GA20x4-9gR1
GATCACTTACCAATAATCAACAG 51,82
S1GA20x5-gF1l
CGTCATGGTTTACGACTTTA 52,38
S1GA20x5-gR1
CTCATTTCTAATGCTCATCGT 53,17
S1GA200x1-gF1l !
TGCAGATGATTCTTTCTTAGCG 58,21
S1GA200x1-gR1 !
TTTCCATATTCTA TACAA 1
S1GA200%2-qF1 cc CTACCCTACAAG 51,60
TCAT ATTACAATACTCTT 1,1
S1GA200x2-gR1 CATCGC ¢ cre 51,18
A AAATTATGCTAGTGTTA 1
S1GA200x3-qgF1l cee CCTAGTGTTAC 51,85
TTTTATGAGATTTGTGTCAA! 2,97
S1GA200x3-gR1 CAG GIGICAACC 52,9
GGCATTAGTAGTTAATATAGGTGA 50,55
S1GA3ox1-gF1l
AAATAAGCTACAGAAAGTCGATA 51,05
S1GA3ox1-gR1
GATCATAAATTTGTCATGGATAC 51,54
S1GA30ox2-qgF1l
TGTTTCCATATGGTTAAGTAATC 51,53
S1GA30x2-gR1
GAAACCTTCAACACCCCTGC 60,31
S1Act-Fqg2
TGGGAACTGTGTGGCTGACA 62,18
S1Act-Rqg2

2.2 Secuencias empleadas en el fragmento shRNA2o0x
SIGA20x1 (188bp)

5-AATTGGATTTGGAGAGCATACAGACCCTCAGATCTTGACCATCTTAAGATCAAACGATGCTC
CTGGCCTACAAATATCAACTCAACAAGGATTGTGGGTCCCCGTATCACCTCACCCGAATACTGC
TTTTTCCATCTTCGTTGGAGACACTTTACAGGCTCTGACAAATGGAAGGTTTAAGAGTGTGA-3’
SIGA20x3 (123bp)
5’-GACATAGAGTGGTGTCAATAAATTCATGGAAAAGTAGAATGTCCATGATGTACTTTGCAGC

TCCTGCTCTTGGCGCTTGGATAAGTGCTCCTCCTCAAATCAACAATATTACTAATATTTATA-3
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SIGA20x4 (163bp)

5-ACCTCATCGTTAATGCCTGCGAAGAATTCGGATTCTTCAAAGTCATAAACCATGATGTTCCT

ATGGAATTCATAAGTAAACTCGAATCCGAAGCCGTTAAATTCTTCTCCTCTCCCCTCTCTGAGA

AACTAAAGGCAGGGCCTGCTGATCCTTTTGGTTATGG-3'

3. Vectores

> pGEM-T Easy (Amp', lacZ, promotores T7 y SP6) suministrado por Promega.

> pDNOR221 (Kan', sitios de recombinacién attP1 y attP2, gen ccdB) suministrado por
Invitrogen.

> pRS300 (Amp', promotores T7 y SP6, precursor miR319a de Arabidopsis thaliana)
(Schwab et al, 2006).

> pK7GWIWG2 (1) (Kan" (nptll), Sp', sitios de recombinacion attR1 y attR2, gen ccdB,
promotor CaMV35S, intron (N° referencia: ac007123.empl) de Arabidopsis thaliana
(Karimi et al, 2002).

> pK2GW7 (Kan' (nptll), Sp', sitios de recombinacion attR1 y attR2, ccdB, promotor

CaMV/35S) ((Karimi et al, 2002).

4. Kits y Enzimas

4.1 Kits

>

vV VvV VY VvV VY VY VY

pGEM-T Easy kit suministrado por Promega.

Expand High Fidelity PCR System suministrado por Roche.

High Pure Plasmid Isolation kit suministrado por Roche.

PureLink™ Gel Extraction Kit suministrado por Invitrogen.

RNaesy Plant Mini Kit suministrado por Qiagen.

DNaesy Plant Mini Kit suministrado por Qiagen.

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit suministrado por Applied Biosystems.

Power SYBR Green PCR Master Mix suministrado por Applied Biosystems.

4.2 Enzimas

>

Y V Vv V

GoTag Flexi DNA Polymerase suministrada por Promega.
Kpnl suministrada por Promega.

BP Clonase Enzyme Mix Il suministrada por Invitrogen.
LR Clonase Enzyme Mix Il suministrada por Invitrogen.

Turbo DNAse suministrada por Ambion.
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5. Columnas empleadas en la purificacion de GAs.

» SAX (BondElut SS-SAX; 500mg, 3mL; Varian Scharlau, Ref 01212-4041):
Intercambiador aniénico fuerte (ideal para purificacién de acidos carboxilicos).

» Cyg (BondElut Cyg; 500mg, 3mL; Varian Scharlau, Ref 01210-2028): Silica No polar,
Fase Reversa.

» OASIS HLB (Waters, 30mg, 1mL, 30um de tamafio particular, Ref 186003908):
Absorbente polimérico de fase reversa para la extraccion de amplio rango de
compuestos &cidos, basicos y neutros.

» OASIS MCX (Waters, 30mg, 1mL, 30um de tamafio particular, Ref 186000252):
Absorbente polimérico para extraer compuestos basicos con grupos catiénicos.

» OASIS WAX (Waters, 30mg, 1mL, 60um de tamafio particular, Ref 186002491):
Absorbente polimérico de fase reversa y de intercambio anidnico para extraer

compuestos &cidos fuertes.

6. Soluciones y medios de cultivo.

6.1 Soluciones y medios de cultivo usadas en cultivo in vitro de plantas

En la preparacion de los medios de cultivos de plantas se emplearon la solucién mineral de
Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962), suministrada por la firma Comercial

Duchefa Biochimie B.V (Haarlem, Holanda) y la solucién vitaminica SH.

-Solucion vitaminica SH: riboflavina (0,25 mg/L), acido nicotinico (2,5 mg/L), tiamina-HCI
(10 mg/L), piridoxina-HCI (1 mg/L), &cido fo6lico (0,5 mg/L), biotina (0,05 mg/L), D-
pantotenato calcico (0,5 mg/L), colina-HCI (0,1 mg/L), glicina (0,5 mg/L), L-cisteina (1 mg/L),
acido malico (10 mg/L); &cido ascdrbico (0,5 mg/L).

-Medio de germinacion (MG): MS (4,3 g/L), sacarosa (10 g/L), agar (8 g/L).

-Medio de precultivo (IK 4,0/4,0): MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L),
solucién vitaminica SH 100X (10 mL/L), IAA (0,004 g¢/L), kinetina (0,004 g/L), agar (8 g/L).
-Medio de cocultivo (IK 4,0/4,0): MS (4,3 g/L), sacarosa (30 g/L), myo-inositol (0,1 g/L),
solucidn vitaminica SH 100X (10 mL/L), IAA (0,004 g/L), kinetina (0,004 g/L), acetosiringona
(200 uM), agar (8g/L).

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

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

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

1. El pH del medio se ajustd a 5,7 con NaOH antes de afiadir el agar.

2. Los medios de cultivo se esterilizaron por calor himedo en autoclave, a 121°C durante 20
minutos.

3. Las vitaminas se disolvieron en agua; se prepararon soluciones stock concentradas 100x, se
almacenaron a -20°C y se afiadieron al medio antes de ajustar el pH.

4. La zeatina (1 mg/L) y los antibidticos se esterilizaron por microfiltracion usando filtros de
0,2 um de la casa comercial Corning y se afiadieron posteriormente en cabina de flujo laminar

tras la esterilizacion del medio de cultivo.

6.1.1 Uso de los medios de cultivo en la transformacion de tomate.

ETAPA DE , EDIODECULTING ANTIBIOTICO (mg/L)
TRANSFORMACION kanamicina cefotaxima

Germinacion y cultivo de plantulas MG - -
Precultivo de explantos IK 4,0/4,0 - -
Infeccion IK 4,0/4,0+Acetosiringona 200 uM - -

Lavado ML - 500

Cultivo sin presién selectiva 1K 4,0/4,0 - 400

Induccién de organogénesis IK 4,0/4,0/1,0 100 300
Enraizamiento ME 100 -

6.2 Medios de cultivo especificos de bacterias

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

Para la seleccidon de transformantes bacterianos el medio de cultivo se suplementé con el
antibidtico al cual conferia resistencia el plasmido en estudio usando las siguientes

concentraciones:

Concentracion (ug/pL)

SHTEISTIES A.tumefaciens
ampicillina 100 -
kanamicina 50 -

espectinomicina 50 50
rifampicina - 100
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METODOS
1. Condiciones de cultivo y tratamientos hormonales en plantas

1.1 Cultivo in vitro

Para el cultivo in vitro, el primer paso fue esterilizar las semillas. Primero se pusieron las
semillas en bolsitas de malla y se sumergieron en agua destilada durante 30 min, para
hidratarlas. Después, en cabina de flujo laminar, se esterilizaron por inmersién durante 30 min,
en una solucion diluida al 30% (v/v) de lejia comercial (5% de hipoclorito de sodio). A
continuacién se elimind la solucién desinfectante mediante 3 lavados sucesivos con agua
destilada estéril (5, 10 y 15 min, respectivamente). Tras la desinfeccion de las semillas, se
abrieron las bolsitas que las contenian con ayuda de pinzas y un escalpelo estériles. Segun el
experimento realizado, se depositaron sobre la superficie del medio de germinacion (MG),
contenido en botes de cristal (9 cm de diametro y 10 cm de altura) o sobre papel de filtro de
filtro Whatman No. 1 (Fisher) en placas Petri. La incubacién tuvo lugar en camara de cultivo en
condiciones de dia largo (16 h de luz y 8h de oscuridad), con una intensidad luminosa de 2.000
luxes suministrada por una fuente de luz fria. La temperatura fue de 26°C + 2°C y la humedad

relativa (HR) fue del 70% (durante el periodo oscuro) y 40% (durante el periodo luminoso).

1.2 Cultivo en condiciones de invernadero
Para la siembra en condiciones de invernadero se usaron macetas de 12cm de diametro y una
mezcla 2:1:1 de turba negra:perlita:vermiculita. El riego se realizo por goteo 2 veces al dia

usando solucidn nutritiva cuya composicién se detalla en la tabla M.1.

Tabla M.1. Composicion de la solucién nutritiva suministrada en el riego por goteo a las plantas

H3PO, 0,15 (g/L)
Ca(NOs), 0,82 (g/L)
KNO, 0,2 (g/L)
K,S0, 0,35 (g/L)
MgSO, 0,24 (g/L)
BMX (Micronutrientes) | 0,1 (g/L)

El cultivo se realiz6 en condiciones de dia largo (16 h de luz y 8h de oscuridad). La luz se
suplementé mediante l&mparas de vapor de mercurio de 400 w. La temperatura se mantuvo
dentro de un rango de 24°C + 2°C durante el dia y de 20°C + 2°C durante la noche. La humedad

relativa oscil6 entre 45-65% (diurna) y 75-90% (nocturna).
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1.3 Tratamientos hormonales.

1.3. 1 Plantulas

Para los tratamientos de plantulas empleamos acido giberélico (GA3) y el inhibidor de
biosintesis de GAs, paclobutrazol (PCB), ambos suministrados por la firma comercial Duchefa
Biochimie B.V (Haarlem, Holanda). Para el PCB usamos una concentracion final de 10°M y
para el GA; usamos 10°M. En ambos casos se adicionaron 25 pL de la concentracion
seleccionada, disuelta en etanol absoluto, a un volumen final de 50 mL de MG. Debido al efecto
inhibitorio del PCB sobre la germinacion, las semillas se colocaron primero sobre papel de filtro
Whatman No. 1 (Fisher) en placas Petri en condiciones estériles tal como se describe en el
apartado 1.1. Una vez germinadas las semillas se pasaron al MG suplementado con PCB 0 GA:..
Como control se empleé MG suplementado con 25 puL de etanol absoluto. Para cada dosis se

usaron 3 botes de medio de cultivo, cada uno con 20 semillas.

1.3. 2 Plantas adultas

En plantas adultas empleamos el inhibidor de biosintesis de GAs, paclobutrazol (PCB). En este
caso usamos dos dosis diferentes: 10°M y 10°M, disueltas en la solucion de riego. La
aplicacion del PCB se hizo por riego en dias alternos durante 15 dias para un total de 6
aplicaciones. Las plantas seleccionadas fueron plantas jovenes de 27 dias de edad, en floracion
pero antes de la antesis. Como control empleamos plantas regadas solamente con solucién
nutritiva. En cada grupo de dosis se emplearon 10 plantas de la linea transgénica L1 y el

silvestre.

2. Métodos de biologia molecular

2.1 Transformacion de cepas bacterianas
La preparacion de células competentes de E.coli y A.tumefaciens para su transformacion

mediante electroporacién se llevo a cabo segun el protocolo recomendado por el fabricante del
electroporador Gene Pulser System®, BioRad. Para la electroporacion se descongeld en hielo
una alicuota de 40 pL de células competentes a las que se afiadio 1 pL de vector transformante.
La mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion estéril de 0,1 cm de separacién entre
electrodos (BioRad), previamente enfriada en hielo, y se sometié a un pulso eléctrico con un
aparato Gene Pulser® (BioRad). Las condiciones de electroporacion fueron 200 Q, 25uF y 1,8
kV para E. coli, y 400 Q, 25 uF y 1,8kV para A. tumefaciens. Después del pulso eléctrico las
células se resuspendieron en 1 mL de medio LB en condiciones estériles y se incubaron 1h a
37°C y 200 r.p.m. para E. coliy 3 h a 28 °C y 200 r.p.m. para A. tumefaciens. Finalmente se
sembraron en placas Petri con medio LB sélido, suplementado con el antibiético al cual conferia

resistencia el plasmido en estudio. Los antibidticos empleados asi como la concentracion a la
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gue fueron usados, aparecen en el apartado 6.2 de Materiales. Los cultivos se incubaron toda la

noche en estufa a 37°C en el caso de E. coli y tres dias a 28°C en caso de A. tumefaciens.

2.2 Verificacion de transformantes bacterianos mediante PCR

Para la confirmacién de clones positivos en cada paso de clonaje empleamos la técnica de PCR
tomando directamente una alicuota del cultivo de bacterias (E.coli y A. tumefaciens) sin pasos
previos de purificacion de DNA plasmidico. Para ello, previamente inoculamos una colonia
aislada en 4mL de medio de cultivo LB e incubamos durante 16-18h a 37°C, 200 r.p.m. Del
cultivo crecido tomamos 2uL y lo afiadimos directamente en la siguiente mezcla de PCR: Buffer
Green GoTag Flexi DNA Polymerase 1X, MgCl2 1,0mM, mezcla de dNTPs 0,2mM (de cada
dNTP), cebadores (0,5uM cada uno), GoTaqg Flexi DNA Polymerase 1,25U. El volumen final
de reaccion fue 25uL. Las parejas de cebadores usados son las que se muestran en la Tabla M.2

y los programas de amplificacion usados para cada pareja se detallan en la Tabla M.3.

Tabla M.2. Parejas de cebadores usados en la verificacion de transformantes bacterianos durante los clonajes
realizados para generar las construcciones 35S::shRNA20x y 35S::amiRNA20x1

Verificacién de la insercion del fragmento shRNA2o0x en vectores pGEM-T Easy

SIGA20x4-af
SIGA20x3-cr y pDNOR221
A/B Verificacién de la insercion del fragmento amiRNA20x1 en vector
pGEM-T Easy

attBlamiRNA2ox1 | Verificacion de la insercidon fragmento amiRNA20x1 en vectores pPDNOR221 y
attB2amiRNA20x1 pK2GW?7.

Tabla M.3. Programas de PCR empleados para la verificacion de transformantes bacterianos en los distintos
clonajes realizados. En todas las reacciones se empled un paso inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C
y para la extension final una temperatura de 72°C durante 5 minutos.

CEBADORES | TEMP (°C) t TEMP 1 | TEMP Ly | cicLos
(°C) (°C)

SIGAZ0xd-af 95 30s 40 30s | 72 | 30s 5

SIGAZox3-cr 95 30s 47 30s | 72 | 30s 25
) 1 1

Al/B 95 1 min 55 min 72 min 30
attBlamiRNA1 1

attB2amiRNA1 95 455 60 sss | 72| 25
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2.3 Purificacion de acidos nucleicos

2.3.1 Extraccion de DNA plasmidico de E. coli y A. tumefaciens

E. coli

Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequefa escala se utilizo el kit comercial High
Pure Plasmid Isolation kit de Roche de acuerdo a las instrucciones del fabricante, partiendo de
un cultivo de 4 mL cultivado durante 16-18h en medio liquido LB suplementado con el
antibiotico correspondiente, a 37°C y 200 r.p.m.

A. tumefaciens

Para las preparaciones a pequefia escala de DNA plasmidico de Agrobacterium tumefaciens
también se utilizo el kit comercial High Pure Plasmid Isolation kit de Roche partiendo de un
cultivo de 15 mL, cultivado durante una noche en medio liquido LB suplementado con el
antibidtico correspondiente. El protocolo a seguir es el mismo que para E. coli pero, como la
pureza de la preparacion de DNA obtenida por este procedimiento no es suficientemente alta
para realizar analisis de restriccion del plasmido se utiliz6 una alicuota de 1 pL de esta
preparacion de DNA para retransformar E. coli. De los clones transformantes de E. coli
obtenidos de ese modo, se realizd una nueva preparacién de DNA plasmidico que se utilizé para

el andlisis de restriccion.

2.3.2 Extraccion de DNA gendmico de tejidos vegetales

Para determinar la presencia del transgén 35S::amiRNA2o0x1 en las plantas transformadas se
extrajo el DNA gendmico a partir de 100 mg de tejido de hoja usando el kit comercial DNeasy
Plant Mini kit de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La concentracion del DNA extraido
se determind a partir de la absorbancia a 260nm usando un espectrémetro Nanodrop ND-1000

(Wilmington, Delaware USA) y se determind la integridad por andlisis en gel de agarosa.

2.3.3 Extraccion de RNA de tejidos vegetales

Para el analisis de la expresién de los genes SIGA20x por RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR) se
extrajo el RNA total a partir de diferentes tejidos de la planta. Al momento de su recoleccion el
tejido se congel6 en nitrogeno liquido y posteriormente se tritur6 empleando un mortero. Para
extraer el RNA se empled el kit RNaesy Plant Mini Kit (Qiagen) y se siguié el protocolo
recomendado por el fabricante, partiendo de 100mg del tejido previamente triturado. Para
eliminar restos de DNA gendmico, luego de extraido el RNA se traté con la DNAasa libre de
RNAasa de Ambion, Turbo DNAse de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. La
concentracion de RNA total se midié usando un espectrofotometro Nanodrop ND-1000

(Wilmington, Delaware USA) y se determino la integridad por analisis en gel de agarosa en
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condiciones no desnaturalizantes. Los tejidos empleados para la extraccion de RNA total

fueron:

Raiz: Raices totales de plantas de 90 dias de edad (3 plantas por réplica biol6gica).
Tallo: Porciones de tallo que comprenden desde el primer hasta el quinto entrenudo. Se
eliminaron las hojas y la porcién apical, dejando solamente el tallo y las yemas axilares.
Las plantas empleadas tenian 27 dias de edad y en ellas ya habian aparecido las
primeras inflorescencias pero alin no habian llegado a la antesis (3 plantas por réplica
bioldgica).

Porcion apical: Porcién apical formada por el apice del tallo y las 3 hojas mas jovenes
de la planta. Estas muestras se recogieron luego de que hubieran aparecido las primeras
inflorescencias pero antes que la mayor de las flores de la inflorescencia fuera mayor de
4mm. Para este andlisis se eliminaron las inflorescencias (5 plantas por réplica
bioldgica).

Hipocotilos: Hipocotilos de plantulas de 7 y 13 dias de edad. En la muestra de
hipocotilos de 7 dias (silenciamiento genes SIGA2ox de las lineas transgénicas
35S::shRNA20x) se emplearon al menos 5 hipocotilos por réplica bioldgica y en los
hipocotilos de 13 dias (medicion expresidén genes SIGA20x en plantulas tratadas con
GA:; y PCB) se usaron al menos 15 hipocotilos por réplica.

Porcion apical plantulas: Porcion apical de plantulas de 13 dias de edad, conteniendo
el meristemo apical y los dos cotiledones (al menos 15 plantulas por réplica biol6gica).

Plantulas: Plantulas enteras de 11 dias (11 plantulas por réplica bioldgica)
Hojas:

-Hojas jovenes de la porcién apical de plantas adultas de 90 dias de edad (3

plantas por réplica bioldgica).

-Foliolo terminal de la hoja terminal de plantas de 35 dias de edad en las cuales
ya las primeras flores hubieran llegado a la antesis (3 plantas por réplica
biolégica en lineas transgénicas y 7 plantas por réplica biologica en plantas

silvestres).

-Quinta hoja de plantas de 45 dias de edad (4 plantas por réplica bioldgica en

lineas transgénicas y 5 plantas por réplica bioldgica en plantas silvestres).
Ovarios 2DAA: Ovarios 2 dias antes de la antesis (13 ovarios por réplica bioldgica).
Ovarios d0: Ovarios de flores al dia de la antesis (12 ovarios por réplica bioldgica).

Flores en antesis: Flores enteras en antesis (6 flores por réplica bioldgica).
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e Ovarios 5DPA-P: Ovarios polinizados 5 dias post-antesis (10 ovarios por réplica

biologica).

e Ovarios 10DPA-P: Ovarios polinizados 10 dias post-antesis (5 ovarios por réplica
bioldgica en las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox y 10 ovarios por réplica bioldgica

en las plantas transgénicas 35S::amiRNA20x1).

e Ovarios 20DPA-P: Ovarios polinizados 20 dias post-antesis (8 ovarios por réplica
bioldgica).

e Ovarios 5DPA-E: Ovarios emasculados 5 dias post-antesis (10 ovarios por réplica

biolégica).

2.4 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se empled para determinar la integridad de los acidos
nucleicos purificados, separar fragmentos de DNA para su purificacion y para comprobar
resultados de reacciones de PCR. Se emplearon geles de agarosa de entre 0,5-1,5% (m/v),
disueltos en tampdn TAE (40mM Tris-acetato; 1ImM EDTA) y a los cuales se les afiadio el
agente intercalante bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5ug/mL. Las muestras se
cargaron en el gel disueltas en tampdn de carga (glicerol 30% (v/v); bromofenol azul 0,25%
(m/v)). La electroforesis se hizo a un voltaje constante de 120V. Las bandas de DNA se
visualizaron en un transiluminador de luz UV (Macrovue transilluminator modelo 2011, LKB

Produkter; Bromma Suecia).

2.5 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Para el estudio de la expresion por RT-qPCR de los genes SIGA20x se emplearon los cebadores
descritos en Serrani et al, 2008, excepto la pareja de cebadores del gen SlActina que fue
disefiada usando el programa Primer Express v2.0 (Applied Biosystems). Las secuencias
detalladas aparecen en el capitulo de Materiales, apartado 2.1. Luego de extraido y cuantificado
el RNA total, tal como se explica en el apartado 2.3.3, se us6 un 1ug para la sintesis del DNA
complementario (cDNA) usando el kit de Applied Biosystems High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones de qPCR se
llevaron a cabo en un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Las mezclas de reaccion se realizaron en las placas “MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate
with Barcode” de Applied Biosystems a un volumen final de 25uL usando el kit Power SYBR
Green PCR Master Mix también de Applied Biosystems.

Para cada gen y tejido analizado se usaron tres réplicas bioldgicas y al menos dos réplicas
técnicas. Para cada pareja de cebadores se determind la combinacion de concentraciones 6ptima

siguiendo las recomendaciones de Applied Biosystems (SYBR® Green RT-PCR Reagents Kit
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User Guide) y se calcul6 la eficiencia a partir una curva patrén hecha tomando como molde
diluciones seriadas de una mezcla de cDNAs de diferentes tejidos de tomate.

-AACt

El valor de expresion de cada gen se determiné usando el método 2 (Livak y Schmittgen,

2001) como sigue:

Expresion relativa = 2(ACt (muestra)- ACt (control))

Donde:

ACtmuestra = Ct (gen de interés) - Ct (gen enddgeno).

ACtcontrol = Ct (gen de interés) - Ct (gen enddgeno).

-Ct (Ciclo umbral. Es calculado por el software del equipo 7500 Fast Real-Time PCR System y
es el ciclo donde comienza a detectarse el amplicén).

Para el analisis de expresion de los genes SIGA20x en las lineas transgénicas el ACtmuestra
corresponde al valor calculado en las plantas transgénicas y el ACtcontrol corresponde al valor
calculado en las plantas silvestres. En el analisis de la expresion relativa de los genes SIGA20x
en diferentes tejidos se us6 como ACtcontrol el valor de cada gen calculado en raices y en el
analisis de expresion en ovarios se usé como referencia en cada gen el estadio de 2 dias antes de
la antesis (d-2). Como gen enddgeno se emple6 el gen SlActina. Para poder comparar datos de

diferentes experimentos en cada placa se analizo el gen de interés y el gen endogeno.

3. Obtencion plantas transgénicas de tomate

3.1. Silenciamiento multiple genes SIGA2ox: Disefio de fragmento
shRNAZox

Para realizar silenciamiento génico post-transcripcional de todos los genes SIGA20x escogimos
una construccion tipo horquilla (ShRNA) conteniendo un fragmento hibrido que contenia
secuencias de los genes SIGA20x1, SIGA20x3 y SIGA20x4. Los fragmentos seleccionados se
amplificaron por PCR a partir de los clones de cDNA previamente obtenidos por Serrani et al,
2007a, empleando los cebadores descritos en el apartado 2.1 del capitulo de Materiales y
siguiendo los programas que se muestran en la tabla M.4. A este fragmento ademas se le
afnadieron en el extremo 5’ los sitios de restriccion Xhol y Xbal y en el extremo 3’ los sitios
Clal y Kpnl para facilitar analisis posteriores de restriccion. Los fragmentos obtenidos se
purificaron a partir de gel de agarosa usando el kit de Invitrogen PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit, de acuerdo a las instrucciones del fabricante y posteriormente se unieron por
PCR solapante tal como se muestra en la Figura M.1, dando como resultado un fragmento de
506pb.
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Tabla M.4. Programas de PCR empleados en el proceso de clonaje del fragmento shRNA2ox. En todas las
reacciones se empled un paso inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C y para la extension final una
temperatura de 72°C durante 5 minutos

DESNATURALIZACION HIBRIDACION EXTENSION

CEBADORES TEMP ( C) TEMP ( C) TEMP (oC) t CICLOS
SIGA20x4-af
SIGA20x4-ar 95 30s 50 30s 72 30s 25
SIGA20x1-bf
SIGA20x1-br 95 30s 50 30s 12 30s 25
SIGA20x3-cf
SIGA20x3-Cr 9 30s 50 30s 72 30s| 25

95 30s 40 30s 72 30s 5
SIGA20x4-af
SIGA20x3-cr 95 30s 47 205 7o 205 5

El fragmento resultante de 506pb se clond en el vector pGEM-T Easy y los transformantes
seleccionados se verificaron mediante PCR de colonias usando los cebadores SIGA2ox4-af y
SIGA20x3-cr de acuerdo a las condiciones descritas en el apartado 2.2. A partir de los clones
positivos se purifico el DNA plasmidico usando el kit comercial High Pure Plasmid Isolation kit
y se envid a secuenciar en el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas de Valencia (IBMCP) para comprobar que los fragmentos habian quedado

unidos correctamente y no existian errores en las secuencias.

I:l SIGA20x1 188pb
*ygp\mxs | 123ph
SIGA20x2 —
IGA2ox4 ——— |NNEGSHENIN
95% identidad con SIGA20x2
SIGA20x5 ———
92% identidad con SIGA2ox5
' (1) Amplificacién por PCR de fragmentos
SIGAZoxd-af SIGAZox1-bf SIGA20x3-cf SIGA20x4, SIGA20x1y SIGA20x3
] I ]
[TSIGA20x4(163pb) 1] [ SIGA20x1 (188pb) |
. ] L]
SIGA20x4-ar SIGA20x1-br SIGA20x3-cr
SIGA20x4-af ' (2) Unién de fragmentos SIGA20x4,
——
[ SIGA20x4 | | SIGA20x1y SIGA20x3 por PCR solapante
I SIGA20x1 [
[ SIGA2ox3 |
L]

SIGA20x3-cr

[ SiGA2ox4 ] SIGA20x1 [ SiGA20x3 ]
Fragmento shRNA2ox (506pb)

Figura M.1. Esquema de construccion de fragmento quimérico shRNA2ox para silenciar expresion de genes
SIGA20x.
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3.2. Silenciamiento gen SIGA20x1: Diseiio de fragmento amiRNAZ2ox1

Para silenciar el gen SIGA20x1 se escogio el sistema de amiRNAs desarrollado por Schwab et
al, 2006, basado en el pre-miR319a de Arabidopsis thaliana. En este sistema el pre-miRNA
miR319a, de 400pb aproximadamente, se encuentra clonado en el vector pRS300 y dentro de su
secuencia esta contenida la secuencia de 21nt correspondiente al miRNA319a. La estrategia de
clonaje consiste en sustituir mediante PCR solapante la secuencia correspondiente al
miRNA319a por el amiRNA especifico para el gen que se desea silenciar. Cuando esta
estructura se introduce en la planta y se transcribe se generardn los miRNAs que serén
reconocidos por la maquinaria de silenciamiento y de esta forma conduciran a la degradacion
del RNA mensajero de interés. Para el disefio y clonaje del fragmento amiRNA20x1, especifico
para silenciar el gen SIGA20x1 se siguieron las indicaciones de Ossowski et al, 2008 y Schwab
et al, 2006. Se empled la plataforma informatica gratuita WMD (Web Micro-RNA Designer)
(http://wmd3.weigelworld.org). En esta pagina web se introduce en formato FASTA la

secuencia del gen SIGA20x1 y como resultado se obtiene una lista de secuencias de posibles
amiRNAs especificos para el gen de interés y los 4 cebadores necesarios para sustituir las
secuencias en el cassette del pre-miRNA319a. Para la sustitucion del fragmento amiRNA2o0x1
en el cassette se realizaron 4 reacciones de PCR (a, b, ¢ y d) esquematizadas en la Figura M.2 de

forma consecutiva.

Cebador 5° | Cebador 3’ Molde

@ A IV pPRS300
) I (®) i I pPRS300
C - - © | B PRS300
miR* iR

[ (d)

Figura M.2. Esquema de sustitucién de fragmento amiRNA1 en cassette pre-miRNA139a para silenciar
expresion de gen SIGA20x1. I (microRNA2ox1 5°); II (microRNA2ox1 3°); III (microRNA2ox1* 5°) y IV
(microRNA2o0x1* 3°)

Las secuencias de los cebadores empleados aparecen en Materiales, apartado 2.1.

3.3 Clonaje de fragmentos shRNA2o0x y amiRNA20x1 usando tecnologia
Gateway.

La tecnologia Gateway o tecnologia de clonacion por recombinacion in vitro fue desarrollada,
patentada y comercializada por la firma comercial Invitrogen Life tecnologies (Hartley et al,
2000). Es un sistema de clonacién alternativo a los sistemas tradicionales que se basa en las
recombinasas de sitio especifico que producen la integracion y escisién del fago lambda en el

cromosoma de la bacteria E. coli. No necesita el uso enzimas de restriccion ni de ligacion, por lo
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que permite completar pasos de clonaje en menor tiempo que las técnicas tradicionales. Ademas
posee un sistema de seleccion doble: resistencia a antibiéticos como kanamicina y
espectinomicina y el gen letal ccdB. Hasta la fecha se han desarrollado varios vectores binarios
para la introduccién de transgenes en plantas basados en esta tecnologia (Karimi et al, 2002;
Mann et al, 2012). Los sitios de recombinacion se denominan att (siguiendo la nomenclatura del
fago lambda) y hay cuatro tipos de sitios: attB, attL, attP y attR. Estos sitios deben estar
flanqueando el fragmento que se desea clonar y el sitio del vector donde se desea insertar. Las
reacciones de recombinacion compatibles son: attBxattP (reaccion BP) y attLxattR (reaccion
LR). En este trabajo se afiadieron los sitios attB a los fragmentos shRNA20x y amiRNA20x1,
previamente clonados en el vector pPGEM-T Easy, mediante PCR usando los oligos descritos en
el apartado 2.1 de Materiales y luego se clonaron en el vector pDNOR221, haciendo una
reaccion de recombinacion BP (tal como se muestra en la Figura M.3) usando la BP Clonase

Enzyme Mix Il de Invitrogen de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

attB1l attB1
—————
————— C———————
l attB2 l attB2

amiRNA20x1 [Eliy

+ +

Reaccion BP

attL 1 [EInTI\ VAV E N attl 2

pDNOR 221-shRNA20x .
pDNOR 221-amiRNA20x1

Figura M.3. Representacion esquematica del clonaje de los fragmentos shRNA2ox y amiRNA2o0x1 en el vector
pDNOR221 usando la tecnologia Gateway.

El paso final de clonaje, en el cual quedaron clonados los fragmentos ShRNA2ox y amiRNA1
en los vectores de expresién, se realiz6 por una reaccion LR (Figura M.4) empleando la LR

Clonase Enzyme Mix Il también suministrada por Invitrogen.
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amiRNA20x1

pDNOR 221-shRNA20x

pDNOR 221-amiRNA1

Reacciéon LR

+ +
pK7GWIWG?2 (I1) pK2GW7
amiRNA20x1
pK7GWIWG?2 (I1)-shRNA20x pK2GW7-amiRNA20x1

Figura M.4. Representacion esqueméatica del clonaje de los fragmentos shRNA2ox y amiRNA2o0x1 en los
vectores binarios pK7GWIWG?2 (I1) y pK2GW?7 usando la tecnologia Gateway.

En cada paso de clonaje los clones positivos se verificaron por PCR tal y como se describe en el
apartado 2.2. Los vectores binarios usados fueron pK7GWIWG2 (II) y pK2GW7
respectivamente. Los cassetes de expresion quedaron conformados tal como se muestra en la
figura M.5.

(A)
. nptit ‘ T35S ‘ att51‘ attB2 ‘ Intrén ‘ attB2 m
(B)

EB] npui | p3ss  aus] amiRNA20x1

Figura M.5. Representacion esquematica de las construcciones 35S::shRNA2ox (A) y 35S::amiRNA2ox1 (B).

En ambos casos se empled el promotor constitutivo 35S y el gen nptll (que confiere resistencia a kanamicina).

El altimo paso de clonaje se verificd por PCR en el caso del fragmento amiRNA2ox1. En el
caso de la construccion shRNA2ox el Gltimo paso de clonaje se verificd por digestion
enzimatica con el enzima Kpnl, puesto que la construccion genera una estructura en forma de
horquilla dificil de amplificar por PCR. A partir de las colonias positivas se purifico el DNA
plasmidico usando el kit comercial High Pure Plasmid Isolation kit y se envio a secuenciar en el
Servicio de Secuenciacion del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas de Valencia
(IBMCP) para comprobar que los fragmentos habian quedado en la orientacion adecuada y las

secuencias no tenian errores. Una vez que se tuvieron los fragmentos clonados en los vectores
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de expresion se transformd Agrobacterium tumefaciens cepa LBA 4404 y posteriormente se

procedi6 a transformar tomate (cv Micro-Tom).

3.4. Transformacion genética de tomate
Las plantas transgénicas se obtuvieron aplicando el método de transformacion genética estable
descrito por Ellul et al, 2003.

3.4.1 Obtencion y pre-cultivo de explantes de hoja

Tras la desinfeccion de las semillas tal como se describe en el apartado 1.1, éstas se pusieron en
medio de germinacion (MG) contenido en botes de cristal. En cada transformacién, se pusieron
entre 15-20 semillas por bote y un total de 200-250 semillas. La incubacion tuvo lugar en
camara de cultivo. Las primeras 72h se incubaron en condiciones de oscuridad y luego de
pasaron a condiciones de dia largo (16 h de luz y 8h de oscuridad). Al cabo de 18 dias, se
extrajeron los explantes de hoja. Esto se hizo separando las dos primeras hojas de la plantula y
eliminando sus extremos para incrementar la superficie de infeccion. Los explantes de hoja se
pusieron en placas de tipo Petri que contenian medio de precultivo IK 4,0/4,0 con el envés en
contacto con el medio de cultivo. Se colocaron 15 explantes por placa y con el fin de evitar una
evaporacion excesiva las placas se sellaron con parafilm y se incubaron durante 48h usando las

mismas condiciones de cultivo que las descritas en el apartado anterior.

3.4.2 Preparacion del cultivo bacteriano.
Para llevar a cabo la transformacion genética se utiliz la cepa de A. tumefaciens LBA4404

transformada con las construcciones 35S::shRNA20x y 35S::amiRNA20x1.

A. tumefaciens se cultivo a partir de un in6culo glicerinado en medio LB s6lido suplementado
con los antibidticos espectinomicina y rifampicina. Las colonias que crecieron en este medio se
utilizaron de inéculo para un cultivo de 10 mL en medio liquido de la misma composicion y se
incubaron en oscuridad a 28°C durante 72 h en agitador orbital a 230 r.p.m. Posteriormente las
bacterias se cultivaron en 50mL de medio liquido LB contenido en matraces en agitador orbital
a 230 r.p.m. hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,2-0,3 (medida en espectrofotometro a una
longitud de onda de 600 nm), que corresponde a un cultivo en fase exponencial de crecimiento y
con una concentracién de inéculo aproximada de 10%-10° bacterias/mL. Este cultivo fue el

empleado para realizar la inoculacion de los explantes.

3.4.3 Infeccion y lavado.
Una vez se tuvo el cultivo bacteriano a la concentracion celular adecuada y hubieran

transcurrido 48 h del cultivo de los explantes se procedié a realizar el paso de infeccion o
inoculacion. El objetivo de esta fase es que la bacteria infecte el tejido vegetal y de esta forma

transfiera al genoma de la planta la informacién genética deseada. Para ello se sumergieron los
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explantes durante 8 min en el cultivo de A. tumefaciens obtenido previamente (50 explantos por
50 mL de cultivo de A.tumefaciens). Al cultivo bacteriano antes de realizar la inoculacion se le
afiadié acetosiringona (2 mL de solucién stock (100 mM) por cada litro de cultivo empleado).
La acetosiringona es un compuesto fendlico, secretado por las plantas ante el ataque de algunos
patdgenos, que facilita la transferencia de informacion genética desde A. tumefaciens a la planta
e incrementa significativamente la eficiencia del proceso de transformacion (Vinoth et al, 2013).
Tras la inoculacion, se secaron los explantes sobre papel de filtro estéril y a continuacion, se
colocaron con el envés en contacto con el medio de cocultivo, 1K 4,0/4,0 al que también se le
afladio acetosiringona esterilizada por microinfiltracion (Millipore 0,2 um) a una concentracion
final de 200 puM. Los explantes se incubaron con el cultivo bacteriano durante 48 h en
oscuridad, en cdmara de cultivo. Concluido el periodo de cocultivo los explantes se transfirieron
durante 8 min a botes estériles de cristal con aproximadamente 150 mL de medio de lavado

(ML) suplementado con cefotaxima (500 mg/L) para eliminar el exceso de A.tumefaciens.

3.4.4 Induccion de organogénesis y desarrollo del sistema radicular

Tras el lavado, los explantes se secaron sobre papel de filtro estéril y se colocaron en placas
Petri que contenian medio organogénico sin presién selectiva (IK 4,0/4,0 + cefotaxima 400
mg/L), durante 48 h en cdmara de cultivo. Transcurrido este tiempo los explantes se pasaron a
placas Petri con medio selectivo de induccién organogénica IKZ 4,0/4,0/1,0 y se cultivaron en
camara de cultivo de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente. Este medio de cultivo
posee una combinacion de reguladores que permite la formacidn de estructuras organogénicas
como yemas, yemas-apice y brotes. Cada 2-3 semanas aproximadamente se subcultivaron los
explantes en el mismo medio IKZ 4,0/4,0/1,0. Para favorecer el desarrollo de estructuras
organogeénicas, en cada subcultivo se eliminaron las zonas necroéticas de los callos. Conforme
aparecen los brotes individuales éstos se separan del callo organogénico y se disponen en el
medio de enraizamiento (ME), para permitir el desarrollo del sistema radicular y la parte aérea
de la planta. Al realizar este paso se eliminan de los brotes las hojas que han crecido en ellos y
estas hojas se usan para determinar el nivel de ploidia y de esta manera descartar las plantas con
anomalias cromosémicas. Una vez que se han desarrollado las raices y han aparecido una yema

caulinar y varias yemas axilares, se pueden llevar las plantas a condiciones de invernadero.

3.4.5 Aclimatacion en condiciones de invernadero

Después de 3-4 semanas de la colocacion de los brotes en el medio de enraizamiento
aproximadamente, las plantas se encuentran en el estadio adecuado para su aclimatacion. Se
sacaron de los botes de cultivo y se lavaron las raices para eliminar los restos de agar,

procurando no dafarlas. Después se trasplantaron a macetas con tierra y se cubrieron con vasos
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de plastico para mantener las condiciones de humedad. Transcurridas dos semanas desde su

transplante se retira el vaso progresivamente hasta completar su correcta aclimatacion.

4. Analisis de plantas transgénicas

4.1. Evaluacion del nivel de ploidia

La determinacion de los niveles de ploidia se realizd por citometria de flujo mediante la
cuantificacion del contenido de DNA nuclear de las células de hojas jévenes procedente de
transformantes primarios cultivados en medio de induccién de organogénesis (IKZ 4,0/4,0/1,0),
segun el método de Smulders et al, 1994. El tejido se colocé en una placa tipo Petri a la que se
afladieron 200 pL de tampdn de extraccion de nucleos (Partec) y se troced finamente. Una vez
troceado, el suspendido resultante se pas6 a través de una malla de nylon de 50 um, vy, se le
ahadieron 800 pL de una solucion colorante que contenia 1 mg/L de fluorocromo DAPI (4,6-
diamino-2-phenyl-indole) (DAPI staining solution, Partec), consiguiendo asi la tincion
fluorescente del DNA. EI DNA de los nicleos aislados se midié utilizando un citémetro de flujo
Partec PAS-II Ploidy Analyser. El resultado aparecio representado en un grafico que ordend los
datos segun el contenido nuclear de DNA (en el eje de abcisas) y contabilizdé el namero de
nucleos de cada tipo (en el eje de ordenadas). Para calibrarlo se utilizé el pico correspondiente a

un contenido de DNA igual a 2C (diploide) de plantas control.

4.2. Segregacion del gen nptll en la primera generacion de plantas
transgénicas (TG1)

El gen bacteriano nptll de Escherichia coli codifica para el enzima neomicina fosfotransferasa
gue inactiva por fosforilacion a los antibiéticos de tipo aminoglicésidos como la kanamicina,
neomicina y gentamicina. La expresion de las construcciones 35S::shRNA20x y
35S::amiRNA2o0x1, portadoras del gen nptll (Figura M.5), confieren resistencia a estos
antibidticos, que son toéxicos para las células vegetales. La seleccion en un medio con
kanamicina proporciona un método eficaz de seleccion del material vegetal transformado.

Se pusieron 60 semillas por linea en medio de germinacién (MG) sin presion selectiva y luego
de 7-10 dias se tomaron las plantulas que tuvieran un desarrollo normal, se les cort6 la raiz
completamente y se pasaron a medio de germinacién suplementado con kanamicina a una
concentracion de 100 mg/L. Al cabo de 7-15 dias se analiza la proporcion de plantas resistentes
(aquellas que han regenerado la raiz) y las sensibles (aquellas que no han regenerado la raiz)
usando un test de ° para conocer el nimero de loci del transgén en las plantas transgénicas

obtenidas. Se considero significativo con una p<0.10.
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4.3. Genotipado plantas 35S::amiRNA2o0x1 en la primera generacion de
plantas transgénicas (TG1)

Para conocer cuales plantas, de las aclimatadas en condiciones de invernadero, portaban el
transgen 35S::amiRNA20x1 se extrajo el DNA gendmico a partir de hojas tal como se describe
en el apartado 2.3.2. Afiadimos este DNA como molde en la siguiente reaccion de PCR: Buffer
Green GoTaqg Flexi DNA Polymerase 1X, MgCl, 1.0mM, mezcla de dNTPs 0.2mM, cebadores
(attBlamiRNA2o0x1 y attB2amiRNA20x1) 0.5uM cada uno, GoTaq Flexi DNA Polymerase

1.25U. El volumen final de reaccion fue 25uL y el programa es el que se detalla en la tabla M.5.

Tabla M.5. Programa de PCR empleados el genotipado de las plantas transgénicas 35S::amiRNA2o0x1 en la
TG1. Se empled un paso inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C y para la extensiéon final una
temperatura de 72°C durante 5 minutos

TEMP TEMP
TEMP (°C t = t - t | cicLos
(C) (C) (C)
95 455 60 s | 72 1 25
min

Usamos como control negativo el DNA gendmico de las plantas silvestres y como control

positivo el plasmido pK2GW?7 con el fragmento amiRNA20x1 insertado.

4. 4. Evaluacion de caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo
en las plantas transgénicas
Para determinar los efectos fenotipicos de los transgenes introducidos en las plantas
transgénicas evaluamos varios caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas.
En todos los experimentos se emple6 como control la planta silvestre sin transformar.
e Desarrollo vegetativo:
o Germinacion.
o Longitud de hipocotilos y raices en plantulas.
o Numero de hojas hasta la primera inflorescencia.
o Altura total, medida desde los cotiledones a la axila de la hoja terminal (hoja
donde aparece la inflorescencia terminal).
o Longitud de entrenudo, correspondiente a la longitud del quinto entrenudo.
o Avrea de hoja, correspondiente a la quinta hoja (Longitud *Anchura maxima de
hoja).
o Numero de foliolos, correspondiente a la quinta hoja.
o Habito de crecimiento y patron de ramificacion.

o Peso fresco de raiz, tomado en plantas adultas de 90 dias.
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e Desarrollo reproductivo:

o Numero de flores por inflorescencia (en las dos primeras inflorescencias).

o Tiempo de floracion, medido por el nimero de dias que transcurren desde la
puesta en invernadero de la planta hasta que la primera flor de la planta llega a
la antesis.

o Tiempo de maduracion de frutos, medido por el nimero de dias que transcurren
desde la puesta en invernadero de la planta hasta que el primer fruto de la planta
alcanza la madurez (color rojo).

o Numero de frutos por planta.

o Peso frutos.

o Numero de I6culos y semillas por fruto.

o O°Brix.

o Capacidad partenocéarpica.

4. 4.1 Germinacion

Se tomaron 60 semillas de cada linea transgénica y del silvestre y se pusieron sobre tres capas
de papel de filtro Whatman No. 1 (Fisher) en placas Petri. Se colocaron 20 semillas por placa y
se afadieron aproximadamente 5mL de agua desionizada. Las cajas Petri se sellaron con
parafilm para evitar la evaporacion del agua y se pusieron en cdmara de cultivo en condiciones
de dia largo (16h de luz/8h oscuridad) a 26°C + 2°C. En el caso de las plantas transgénicas
35S::shRNA20x se usaron tres lotes diferentes de semillas para cada linea analizada. Las
semillas se consideraron germinadas cuando se observaba claramente la salida de la radicula de

la testa.

4. 4. 2 Longitud de hipocotilos y raices de plantulas

Se pusieron al menos 20 semillas de cada linea analizada en botes que contenian MG y se
cultivaron en camara de cultivo (26°C + 2°C; 16h de luz/8h oscuridad). Al cabo de 7 dias
(35S::shRNA20x) o 11 dias (35S::amiRNA20ox1) las plantulas se fotografiaron sobre papel
milimetrado. Posteriormente se midieron los hipocotilos y la raiz principal usando el programa
ImageJ (National Institutes of Health, USA).

4. 4. 3 Habito de crecimiento y patron de ramificacion

Se cultivaron las plantas en condiciones de invernadero y de forma periodica se observé la
aparicion de ramas laterales, en las axilas que quedan por debajo del Brote Simpodial (BS)
(Figura 1.8B). Se consideraron como ramificadas aquellas axilas en las cuales aparecia un brote

>0.5cm, tal como se muestra en la Figura M.6.
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Figura M.6. Axila ramificada. En la figura aparece sefialado un brote lateral de 0.5cm de longitud. En todas
las axilas donde hubiese crecido un brote >0.5¢m, se consideré como ramificada.

El parametro que comparamos entre las diferentes lineas fue el porcentaje de axilas ramificadas,
también referido como porcentaje de ramificacién y fue calculado, en cada planta, de la

siguiente manera:

% Ramificacion = (N°axilas ramificadas/N° total de axilas)*100.

Donde:

N° total de axilas = N° axilas hasta la primera inflorescencia — 2 (A efectos de este analisis no
se tuvo en cuenta la axila donde aparece la inflorescencia terminal ni la axila posterior)

N°axilas ramificadas: Axilas donde ha aparecido un brote >0.5cm.

A partir de los valores obtenidos por planta se obtuvieron los promedios por linea (empleando
un minimo de 10 plantas por linea). Las lineas empleadas en este analisis y sus genotipos se
detallan en la Tabla M.6.

Tabla M.6. Lineas empleadas y sus genotipos en los andlisis del patron de ramificacion.

::; Lineas transgénicas 35S::shRNA2ox. Silenciamiento genes de enzimas catabélicos GA20x
L19 Linea transgénica 35S::CcGA200x1. Sobre-expresion gen de enzima de biosintesis GA200x1
(Garcia-Hurtado et al, 2012)
Mutante SIDELLA. Pérdida de funcion de proteina DELLA. Activacidn constitutiva de via de
procera respuesta a GAs (Bassel et al, 2008; Carrera et al, 2012)
MT Cultivar Micro-Tom. Crecimiento determinado, deficiencia brasinosteroides (mutacién alelo d)
(Marti et al, 2006)
MT-D Linea isogénica de MT con alelo D silvestre. Crecimiento determinado. No presenta deficiencia

de brasinosteroides (Carvalho et al, 2011)

L1-D Hibridos F1 lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1 y L5 con MT-D. Silenciamiento de genes

L5-D de enzimas catab6licas SIGA20x y genotipo Dd para brasinosteroides.

L11

L12 Lineas transgénica 35S::amiRNA2ox1. Silenciamiento gen del enzima catabélica GA2o0x1
L13
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4. 4. 4 Analisis del desarrollo de ovarios

En este trabajo se analizaron diferentes estadios del desarrollo de los ovarios de las lineas
transgénicas y el silvestre, desde dos dias antes de la antesis hasta 20 dias después de la misma,
emasculados y polinizados. En este andlisis solamente se usaron 3 flores por inflorescencia de
las 4 primeras inflorescencias de la planta y el resto de las flores de la inflorescencia fueron
eliminadas. Dos dias antes de la antesis se emascularon las flores para evitar la autopolinizacion.
Esto se hizo eliminando el cono estaminal con pinzas, dejando intactos los sépalos y el pistilo.
En el caso de los ovarios polinizados, dos dias después de emasculados se polinizaron

manualmente. En cada estadio analizado los ovarios se pesaron individualmente.

4. 4.5 Contenido en sdlidos solubles (2Brix)

La determinacion de los sélidos solubles (°Brix) se realizd6 mediante refractometria, estimando
el indice de refraccién (IR) con un refractometro de mano (ATAGO N-14) (Figura M.7), el cual
compara la velocidad de la luz que pasa a través de un liquido, con la velocidad a la cual pasa a
través del aire. Este analisis se realizd en frutos en el estadio de rojo maduro. Para determinar
este estadio del fruto, se seleccionaron frutos que hubieran alcanzado el color naranja y se
marcaron con una etiqueta colgante. A partir de este momento se siguié su desarrollo hasta que
alcanz6 el color rojo. Una vez llegado al estadio esperado se recogieron los frutos y se
exprimieron manualmente para extraer el jugo. El refractometro se calibrd con agua destilada v,
posteriormente se coloco una gota del jugo extraido sobre el prisma del refractometro, se cerrd
la tapa (de manera que la gota quedd extendida homogéneamente por todo el prisma) vy,
enfocando el refractometro hacia un foco de luz, se observé un circulo con una escala cuya parte
superior es de color azul y la inferior blanca. El valor que se anot6 fue el correspondiente a la
divisién de la escala mas proxima a la linea que separa los dos colores. La unidad de dichas

medidas seran los °Brix, equivalentes al porcentaje en solidos solubles.

Figura M.7. Refractometro de mano ATAGO

4. 5. Cuantificacion de niveles de giberelinas en las plantas
transgénicas

Para conocer como regulan los enzimas GA2o0x los niveles de GAs en la planta cuantificamos
varias GAs de la ruta biosintética en las plantas transgénicas y el silvestre. Como tejidos

vegetativos en las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox escogimos la porcion apical, tallos y
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axilas laterales de plantas adultas. Se emplearon plantas adultas en floracion, pero antes de
llegar a la antesis y en las cuales la mayor flor de la inflorescencia no fuera mayor de 4mm. En
la muestra de tallo se eliminaron las hojas y se dejé intacta una pequefia parte del peciolo
(donde esta la yema axilar). La muestra de porcidn apical estaba formada por las tres hojas mas
jévenes y para este andlisis se eliminaron las flores. La muestra de axilas laterales se tom6 de
plantas adultas de 27 dias, en las cuales no se observaba un desarrollo visible de la yema axilar
y se tomd por separado de las axilas tercera, cuarta y quinta eliminando la mayor cantidad de
tejido posible proveniente del tallo y el peciolo de la hoja. En la muestra de tallo usamos tres
réplicas bioldgicas de la linea transgénica L1 y del silvestre de, 3 plantas cada una. En la
muestra de porcion apical usamos 7 réplicas biolégicas de 5 plantas cada una para las plantas
silvestres y de la linea L1, 4 réplicas biolégicas también de 5 plantas cada una. Para las muestras
de axilas se usaron igualmente tres réplicas bioldgicas de 15 plantas cada una para el silvestre y

la linea L1.

Como tejido reproductivo en las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox y 35S::amiRNA2ox1
empleamos ovarios polinizados manualmente de 10 dias de edad. Para los ovarios de las plantas
transgénicas 35S::shRNA20x usamos 5 réplicas bioldgicas de 4 ovarios cada una para el
silvestre y las lineas transgénicas L1 y L5. En la muestra de ovarios de las lineas
35S::amiRNA20ox1 empleamos 3 réplicas bioldgicas de las lineas L11,L.12, L13 y silvestre, de

10 ovarios cada una.

El material vegetal se congel6 luego de su recoleccion con nitrégeno liquido y se trituré con
ayuda de un mortero. Se emplearon dos procesos diferentes para la extraccién y purificacion.
Las muestras de ovarios y porcion apical de las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox se
extrajeron y purificaron de acuerdo al protocolo 1 (Figura M.8, Tabla M.7) empleando 100mg
del tejido previamente triturado y una mezcla de GAs deuteradas gque se usan como estandares
internos (([17, 17-H]GA, [17, 17-°H]GA,, [17, 17-*H]GAs, [17, 17-H]GA,, [17, 17-°H]GA,
[17, 17-°H]GA, [17, 17-*H]G A, [17, 17-°H]GAs: y [17, 17-°H]GA4).

Al pellet obtenido en el paso 3 de la fase de extraccion se le adiciond6 Metanol 80% (v/v)
nuevamente y se incubd 15 minutos en agitacion a 4°C (Figura M.8). Transcurrido este tiempo
se centrifugd a 12 000 r.p.m durante 10 minutos a 4°C y se pasé el sobrenadante a un tubo
fresco. Este procedimiento se volvid a repetir una vez més. Los sobrenadantes obtenidos se
juntaron para pasar a la fase de purificacién como se muestra en la Figura M.8. Luego de la
elucion de la columna Cyg (Figura M.8, Tabla M.7), los extractos vegetales disueltos en Metanol
80% (v/v) se llevaron a sequedad usando un speed-vac y se resuspendieron en 0.2mL de 2-
propanol. La cuantificacion se realiz6 usando Cromatografia Gaseosa y Espectrometria de
Masas (GC-MS). Para facilitar el analisis de las muestras usando este método éstas se

derivatizaron. Primero se metilaron dejando las muestras en una mezcla de Trimetilsilil-
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diazometano/ hexano durante toda la noche. Posteriormente se llevaron nuevamente a sequedad
usando un speed-vac y luego se resuspendieron en una mezcla 1:1 de Piridina y BSTFA (1%
TCMS (N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida). El andlisis de las muestras se llevé a cabo
usando el cromatografo de gases 7890A acoplado al espectrémetro de masas 7000-QQQ de
Agilent Technologies. La cuantificacidn se hizo por dilucién isotépica, empleando el software

MassHunter Quantitative también de Agilent Technologies.

l. Extraccion Il. Purificacion
./ metanols0% (v (1) | Llevara sequedad (speed-vac)
i\, 0 + coctel *H-GAs Sobrenadante 1 y resuspender en Metanol 10%
(1) Ceds, de extraccion —> |\ / (viv)
4. Afadir Metanol y
- | estandares intemos l Aplicar en columna SAX
Tejido vegetal /
triturado SRS
\
| @)
<«— Columna SAX
(2) ™ Incubar a4°C en
agitacion toda la noche ]
(0 Eluir en Acido Formico 0.2M
0pp Yaplicar en columna C,,
00
0
@ ‘
Centrifugar a
/7. 12000rpm, 10min, 4°C (3) ~— Bolmna G

«’ "\
W 0% 0 Eluir en Metanol 80% (v/v)
v ¢

Pellet Sobrenadante

Figura M.8. Esquema de proceso de extraccion y purificacion de GAs a partir de tejidos vegetativos (porcion
apical) y reproductivos (ovarios de 10 dias polinizados manualmente) de lineas transgénicas 35S::shRNA2ox y
silvestre.

Las muestras de tallos y axilas de las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox y los ovarios de las
lineas transgénicas 35S::amiRNA20x1 se extrajeron de acuerdo al protocolo 2 (Figura M.9,
Tabla M.7), empleando igualmente 100mg del tejido previamente triturado y una mezcla de
GAs deuteradas que se usan como estandares internos (([17, 17-°H]GA, [17, 17-°H]GA., [17,
17-*H]GAs, [17, 17-°H]GA,, [17, 17-°H]IGA, [17, 17-*H]GAs, [17, 17 °H]GA, [17, 17-
2H]GA, [17, 17-°H]GA, [17, 17-°H]GA, [17, 17-°H]GAs;, [17, 17-°H]GAs; vy [17, 17-
?H]GA4). En este protocolo al pellet obtenido en el paso 3 de la fase de extraccion se le
adicion6 nuevamente Metanol 80%-Acido Acético 1% (v/v) y se incubé 10 minutos en
agitacién a 4°C (Figura M.9). Transcurrido este tiempo se centrifugd a 12 000 r.p.m durante 10
minutos a 4°C y se paso el sobrenadante a un tubo fresco. Este sobrenadante se junté con el

obtenido anteriormente y con ellos se paso a la fase de purificacion.
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I. Extraccion
"~ Metanol 80%-Acido

m 4 acético 1% (viv) + coctel (1)
U ?H-GAs
(1) teds Sobrenadante
: de extraccion
{Iéa
Tejido vegetal \ ,-’]
triturado —* |
l (2)
(2) Incubar a4°C 1h
en agitacion
| Centrifugar a
l 12000rpm, 10min, 4°C

&)

]_* -8 7
‘ i
v \V/
Pellet Sobrenadante (4)

Eluir en mezcla de Metanol
80%-Acido Acético 1% (viv)

Il. Purificacion

-

Eliminar Metanol en rotoevaporador

I‘ | yaniadir Acido acético 1% (viv)

l Aplicar en columna HLB

Columna HLB

\

Eluir en mezcla de Metanol
80%-Acido Acético 1% (viv)

¥
Eliminar Metanol del eluato en
0 () () rotoevaporadory anadir Acido

00 acético 1% (viv)
Columna MCX
\
Eluir en Metanol 80% (viv)
Y
4 0
000
00
Columna WAX
\

Eluir en mezcla de Metanol
80%-Acido Férmico 1% (viv)

/

0 0
000 000
00 00

(5) Mezclar eluatos obtenidos en paso 4 y llevar a

sequedad en rotoevaporador

Figura M.9. Esquema de proceso de extraccion y purificacion de GAs a partir de porciones de tallo y yemas
laterales de plantas transgénicas 35S::shRNA2ox y ovarios polinizados manualmente de 10 dias de lineas

transgénicas 35S::samiRNA1 y silvestre.

Luego de la elucion de la columna WAX (Figura M.9, Tabla M.7), los extractos vegetales se

llevaron a sequedad usando un speed-vac y se resuspendieron en una mezcla de Acetonitrilo

5%-Acido Acético 1% (v/v). En este caso la cuantificacion se realizé usando un Espectrometro
de Masas acoplado a Cromatografia Liquida de Alta Presion (LC-MS-MS), usando el equipo Q-

Exactive de Thermo Fisher. La cuantificacion se hizo también por dilucién isotopica,

empleando el software Qual Browser también de Thermo Fisher.
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Tabla M.7. Caracteristicas de las cromatografias liquidas realizadas durante la fase de purificacién de GAs a
partir de tejidos vegetativos (porcion apical, porciones de tallo y yemas axilares) y reproductivos (ovarios
polinizados manualmente de 10 dias) de las lineas transgénicas 35S::shRNA20x, 35S::amiRNA20x1 y silvestre.

Aplicacion

Equilibrar Lavado Elucién
muestra
Acido
Metanol 100% ..
SAX Porcion apical y °| Metanol 80% |- o pH80 | férmico
o H,O pH 8,0 (vIv)
ovarios polinizados 0,2 M
manualmente lineas
Cs 355::shRNA2ox | Metanol 100% | Acido formico H,0 pH 30 Metanol
H,0 pH 3,0 02M 2 ’ 80% (V/V)
Acetonitrilo Acid Metanol
- 0 4 - o 0 _ - .
Oasis HLB Metanol 100% | Acido Acético Acético 1% 80@_A0|do
< . 1% (vIv) Acetico 1%
Acido Acético (viv) /
1% (VIv) (viv)
Acetonitrilo
Porciones de tallo
( L Metanol 100% | Acido
. ransgénicas i At
Oasis MCX g HCl0AM Acuio Acético Acético 1% M(:tanol
35S::shRNA20X ’ 1% (viv) (Vi) 100% (v/v)
Acido Acético
Ovarios polinizados 1% (VIv)
manualmente lineas
35S::amiRNA2o0x1 Metanol
Acetonitrilo 80%-Acido
10
Metanol 100% | Acido Acetico 1%
Oasis WAX Acido Acético iy (VIv)
asis NaOH 0.1M Acético 1%
alr v, 1% (VIV)
(VIV) Metanol
Acido Acético 80%-Acido
1% (viv) Formico 1%
(V/v)

5. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos durante el transcurso de este trabajo fueron analizados usando el software

SPSS v16.0 para Windows. Cuando se analizaron mas de tres grupos se empled un andlisis de

varianza (ANOVA) de una via y para las pruebas de rango post-hoc se usaron las Prueba de

Tukey y de Bonferroni, considerando una P<0.05. Cuando se analizaron dos grupos se empled

un test t de Student también considerando una P<0.05. Para el analisis de homogeneidad de

varianzas se empleg el estadistico de Levene.
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CAPITULO I: CARACTERIZACION DE LA FAMILIA
SIGA20x EN TOMATE
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RESULTADOSI

1. Patron de expresion de genes SIGA20x

En tomate (Solanum lycopersicum L.), se han descrito 5 genes que codifican para enzimas
GA20x (Serrani et al, 2007a). El analisis de la expresion de estos genes por RT-qPCR mostro
gue todos ellos se expresan tanto en tejidos vegetativos como reproductivos aunque los niveles
de expresion varian grandemente, incluso hasta en 5 6rdenes de magnitud, de acuerdo al tejido y
al estadio analizado (Figura RI.1). EIl gen cuya expresion es mas variable entre los tejidos
analizados es el gen SIGA20x1, siendo mas abundante en ovarios que en tejidos vegetativos. El
méaximo valor de expresion de este gen se detectd en ovarios emasculados de 5 dias al igual que
los genes SIGA20x2 y SIGA20x5. Los genes SIGA20x3, SIGA20x4 y SIGA20x5 son los més
abundantes en tejidos vegetativos. ElI mayor valor de expresion detectada de los genes

SIGA20x3 y SIGA20x4, a diferencia de los otros genes, se detectd en raiz.

Estos resultados muestran que existe solapamiento en la expresion de los genes SIGA20x en
todos los tejidos de tomate. Esto sugiere que, al igual que sucede en otras especies, como
A.thaliana puede existir redundancia funcional entre ellos (Rieu et al, 2008). De todos los
tejidos analizados, en dos de ellos no se aprecian grandes diferencias de expresion entre los
genes SIGA2ox: en la porcidn apical de plantas adultas y en ovarios al momento de la antesis.
Existe, sin embargo una diferencia considerable en los niveles de mensajeros entre estos tejidos,

siendo més abundantes en los ovarios en antesis.
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Figura R1.1. Abundancia relativa de transcritos de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos y reproductivos de
tomate cv Micro-Tom. Los tejidos vegetativos analizados son: raiz de plantas adultas (90 dias), tallo y porcion
apical de plantas jovenes adultas (antes de la antesis), hipocotilos y cotiledones de plantulas de 13 dias y hojas
de plantas adultas (90 dias). Los tejidos reproductivos analizados son: ovarios 2 dias antes de la antesis
(2DAA), ovarios de flores en antesis (d0), ovarios de 5 (5DPA-P) y 10 dias post-antesis (LODPA-P) polinizados y
ovarios de 5 dias post-antesis emasculados (SDPA-E). Los valores de expresion se refieren al valor de
expresion del gen SIGA20x1 en raiz (1.0) y son resultado de la media de tres réplicas bioldgicas + SE.

2. Patron de expresion de genes SIGA2ox en ovarios

Un aspecto muy importante en el desarrollo reproductivo de la planta es la formacion y cuajado
de los frutos. Es conocido que este proceso esta regulado de manera positiva por GAs (Gillaspy
et al, 1993) y que tras la fertilizacion se produce un incremento significativo de los niveles
enddgenos de GAs activas en el ovario (Bonher et al, 1988; Koshioka et al, 1994). Dado que se
sabe que las GA2oxs son importantes en la regulacion de los niveles de GAs, comparamos el

patrén de expresion de los genes SIGA20x entre ovarios polinizados y no polinizados.

Tal y como se aprecia en la figura R1.2A, donde se muestra la evolucion del peso de los ovarios,
desde el dia -2 hasta el dia de antesis (0) hay un pequefio incremento en el tamafio del ovario.
Luego de la antesis, mientras que los ovarios emasculados no crecen, los ovarios polinizados
comienzan rapidamente su crecimiento y en solo 5 dias llegan a ser hasta 10 veces mas grandes
que los ovarios no polinizados. La expresién de los genes SIGA20x, a excepcidn del gen
SIGA20x3, aumenta del dia -2 al 0 (Figura R1.2B-F). Luego de la antesis solamente dos de ellos

se expresan de forma distinta en ovarios polinizados y no polinizados: SIGA20x1 y SIGA20x2.
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En los ovarios polinizados, que son Organos en crecimiento, disminuyen los niveles de
expresion de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2. En cambio en los ovarios emasculados, que no
crecen, la expresion de SIGA20x1 y SIGA20x2 aumenta de manera significativa. En el caso del
gen SIGA20x2 su expresidén aumenta unas 4 veces y el gen SIGA20x1 aumenta mas de 30 veces,
respecto al dia de antesis. El gen SIGA20x3 disminuye su expresion significativamente, luego de
la antesis tanto en ovarios polinizados como emasculados. La expresién de los genes SIGA20x4

y SIGA20x5 aumenta luego del dia de antesis por igual en ovarios polinizados y emasculados.
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Figura RI.2. Evolucién temporal del desarrollo de ovarios polinizados y emasculados de tomate (cv Micro-
Tom) y la expresion de genes SIGA20x desde 2 dias (d-2) antes de la antesis (d0) hasta 5 dias después de la
antesis (d5). Los valores de expresion estan referidos al valor de expresion de cada gen en d-2 (1.0) y son el
resultado de la media de tres réplicas biolégicas + STD. A: Desarrollo ovarios polinizados y emasculados; B:
SIGA20x1; C: SIGA20x2; D: SIGA20x3; E: SIGA20x4; F: SIGA20x5.
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3. Regulacion por retroalimentacion de genes SIGAZox
Se ha descrito un mecanismo de retroalimentacion negativa en el caso de los genes biosintéticos
GA200x y GA3o0x, y positiva en el caso de los genes GA20x para regular la expresion de los

genes del metabolismo de GAs (Hedden y Thomas, 2012).

Para estudiar la regulacion por retroalimentacion de los genes SIGA2o0x cultivamos plantulas en
presencia del inhibidor de biosintesis de GAs paclobutrazol (PCB) y de la giberelina activa GA3
(&cido giberélico) durante 13 dias y posteriormente analizamos la expresion de los genes
SIGA20x en hipocotilos. A modo de control también medimos la expresion del gen de
biosintesis SIGA200x1, el cual en trabajos anteriores habia mostrado regulacién por
retroalimentacion negativa (Marti et al, 2010). Los hipocotilos de las plantulas cultivadas en
presencia de PCB resultaron méas cortos y los de las plantulas cultivadas en presencia de GA3
fueron significativamente mas largos que los de las plantulas no tratadas (Figura RI.3A), tal
como se espera al reducir el contenido enddgeno de GAs con el PCB y aumentarlos con GAs. Al
analizar la expresion de los genes SIGA20x en los hipocotilos observamos que la expresion de
ninguno de los genes SIGA20x, excepto los genes SIGA20x1 y SIGA20x5, mostraba cambios
significativos en respuesta a las variaciones en los niveles de GAs. Sorprendentemente,
detectamos un aumento significativo de hasta 3 veces en la expresion del gen SIGA20x1 en las
plantulas tratadas con PCB respecto a las plantulas no tratadas (Figura RI.3B) pero no
observamos diferencias significativas en su expresién entre las plantulas tratadas con GA; y las
no tratadas. En el caso del gen SIGA20x5 solo se detectaban diferencias significativas entre los
dos tratamientos pero no entre las plantulas tratadas y las plantulas control. Tampoco
encontramos diferencias en la expresion del gen de biosintesis SIGA200x1 en ninguno de los

tratamientos, en contradiccion con lo reportado anteriormente por Marti et al, 2010.

Repetimos el experimento (experimento 2) usando las mismas condiciones pero en este caso,
ademas de los hipocotilos, analizamos la expresion de los genes SIGA20x en la porcién apical
de las pléantulas, conteniendo el apice y los cotiledones. La respuesta fenotipica de los
hipocotilos fue igual a la del experimento anterior (experimento 1), confirmando la efectividad
de estas dosis en la modificacidn de los contenidos enddgenos de GAs (Figura R1.3C). En este
segundo experimento la expresion, en hipocotilos, de los genes SIGA20x y el gen SIGA200x1
mostré un comportamiento similar al del experimento anterior. También en este caso
observamos un incremento significativo en la expresion del gen SIGA20x1 en las plantulas
tratadas con PCB (Figura RI1.3D), mientras que en la expresion de los otros genes SIGA20x no
se observaron diferencias en respuesta a ninguno de los tratamientos. En la expresion del gen
SIGA200x1 no se detectaron alteraciones significativas entre las plantulas tratadas y las
plantulas control pero si se detectaron diferencias significativas al comparar los tratamientos

entre si.
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Figura RI.3. Expresion de genes SIGA2ox y SIGA20ox1 en respuesta a cambios en las concentraciones
endégenas de GAs activas (PCB 107M; GA; 10°M). Estos datos corresponden a dos experimentos
independientes. En el primer experimento (experimento 1) solamente se analizé la expresion de los genes en los
hipocotilos y en el segundo experimento (experimento 2) se analizé la expresion en hipocotilos y porcion apical.
A: Longitud de hipocotilos experimento 1; B: Expresion de genes SIGA20x y SIGA20ox1 en hipocotilos
experimento 1; C: Longitud de hipocotilos experimento 2; D: Expresion de genes SIGA2ox y SIGA200x1 en
hipocotilos experimento 2; E: Expresion de genes SIGA20x y SIGA200x1 en porcidn apical experimento 2. Los
valores de expresion son relativos a las plantas no tratadas (NT=1.0) y son resultado de la media de tres
réplicas biolégicas £ STD

*, significativamente diferente de las plantulas no tratadas (P<0.05).
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En cambio, en la porcién apical la expresion del gen SIGA200x1 mostré el comportamiento
esperado, se observé un incremento significativo de hasta 10 veces en las plantulas tratadas con
PCB, mientras que en las plantulas tratadas con GA; su expresion resultd casi indetectable
(Figura R1.3E). Una vez mas no se detectaron diferencias en la expresion de los genes SIGA20x
ante variaciones en las concentraciones de GAs. En el caso del gen SIGA20x1, a diferencia de lo
gue ocurre en los hipocotilos, no se observa induccion de su expresién en plantulas tratadas con
PCB. Tampoco se observOo un incremento significativo de su expresion al tratar con GAs,

aungue al comparar los tratamientos si que se observaron diferencias significativas.
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DISCUSION 1.

1. Patron de expresion de genes SIGA2o0x

Los enzimas GA20x son enzimas 20DD que catalizan la adicién de un grupo hidroxilo (-OH) a
las GAs activas convirtiéndolas en inactivas. Estos enzimas estan codificadas por pequefias
familias multigénicas y en tomate (Solanum lycopersicum L.), se han descrito 5 genes que
codifican para enzimas GA2ox (Serrani et al, 2007a).

Al analizar el patron de expresion de estos genes en la planta observamos que tanto en tejidos
vegetativos como reproductivos podian detectarse los transcritos de los genes SIGA20x y en
cada uno de los estadios analizados puede verse la expresion de mas de 3 genes dentro de un
mismo tejido (Figura RI.1). Esto indica que la expresion de los genes SIGA20x es redundante y
por tanto sugiere que pudiera existir redundancia funcional.

Los genes mas representados en la planta son SIGA20x3, SIGA20x4 y SIGA20x5. Los genes
SIGA20x1 y SIGA20x2 son poco abundantes en tejidos vegetativos pero en cambio se
encuentran muy representados en los ovarios. EI gen cuya expresion resultd més variable entre
tejidos fue SIGA20x1, siendo unas 100 veces mas abundante en ovarios que en tejidos

vegetativos.

2. Patron de expresion de genes SIGA20x en ovarios

El cuajado y desarrollo de los frutos es una fase muy importante en el desarrollo reproductivo de
la planta. En tomate, es conocido que las GAs son necesarias para el cuajado y el correcto
desarrollo de los frutos (Fos et al, 2000; Serrani et al, 2007a; Garcia-Hurtado et al, 2012;
Carrera et al, 2012). Los enzimas GA2o0x controlan los niveles de GAs activas a través de la
inactivacion. Para estudiar si estos genes pueden estar regulando los niveles de GAs en el
ovario comparamos su expresion en ovarios polinizados y no polinizados. A los 5 DPA, las
diferencias de desarrollo entre los dos procesos son claramente apreciables (Figura R1.2A). De
acuerdo al patrén de expresion observado los genes SIGA2ox pueden ser clasificados en dos
grupos: los que muestran diferencias y los que no muestran diferencias entre ovarios polinizados
y no polinizados. En el grupo de los que muestran diferencias entre los dos estadios estan los
genes SIGA20x1 y SIGA20x2 (Figura RI.2 B, C). Luego del dia de antesis la expresién de estos
genes aumenta en los ovarios emasculados y disminuye significativamente en los ovarios
polinizados. El patrén de expresion de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2, en dia cinco; muestra
una relacion inversa con el crecimiento del ovario, puesto que su expresion disminuye en tejidos
que crecen activamente y aumenta en tejidos que no se desarrollan. Es conocido que, en
ausencia de fertilizacion, el ovario no se desarrolla y los niveles de GAs descienden
significativamente (Mariotti et al, 2011). Nuestros resultados sugieren que los genes SIGA20x1

y SIGA20x2 podrian actuar reduciendo los niveles de GAs en el ovario emasculado y de esta
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forma evitar el crecimiento en ausencia de fertilizacion y por otro lado la fertilizacién podria
activar el crecimiento del ovario, en parte por su accion represora sobre los genes SIGA20x1 y
SIGA20x2. En otras especies vegetales como Arabidopsis thaliana y guisante también se han
observado diferencias en la expresion de los genes GA2ox entre ovarios polinizados y no
polinizados. En A.thaliana la expresion de dos de los genes GA2ox: GA20x2 y GA20x6, era
significativamente mayor en ovarios no polinizados (Dorcey et al, 2009). En guisante, la
expresion de los genes GA2ox1 y GA20x2 también era significativamente mayor en los no
polinizados, en los primeros dias posteriores a la antesis (Ozga et al, 2009).

En el grupo de los genes cuya expresién no muestra diferencias entre ovarios polinizados y
emasculados estan los genes SIGA20x3, SIGA20x4 y SIGA20x5 (Figura R1.2 D, E, F). Los
genes SIGA20x3, -4 y -5 también son muy abundantes en ovarios y en particular los genes
SIGA20x4 y SIGA20x5 aumentan su expresion hasta casi 3 6rdenes de magnitud después del dia
de antesis. Sin embargo, no observamos diferencias de expresion entre ovarios polinizados y
emasculados por lo que basandonos solamente en su patrén de expresién, no podemos

asignarles un posible papel en el crecimiento del ovario.

3. Regulacion por retroalimentacion de genes SIGAZox

La expresién de los genes que codifican para los enzimas de tipo 20DD, implicadas en la dltima
parte de la ruta de biosintesis de GAs puede ser regulada por las concentraciones enddgenas de
GAs activas. Esto tiene lugar por un mecanismo de retroalimentacion negativa en los genes de
biosintesis GA200x y GA30x, y positiva en el caso de los genes GA2o0x (Hedden y Thomas,
2012).

Nuestros resultados indican que los genes SIGA20x no presentan este tipo de regulacién en
plantulas puesto que ninguno de los 5 genes SIGA20x muestra el comportamiento esperado en
respuesta a variaciones en las concentraciones de GAs (Figura R1.3 B, D, E). En otras especies
vegetales también se han reportado genes GA20x cuya expresion no parece regularse por
mecanismos de retroalimentacion como Nerium oleander (Ubeda-Thomas et al, 2006), arroz
(Sakamoto et al, 2001) y calabaza (Lange et al, 2005). Curiosamente y contrario a lo esperado,
observamos que la expresion del gen SIGA20x1 en los hipocotilos, se inducia significativamente
al tratarse con PCB, sugiriendo que la expresion de este gen podria regularse de forma positiva
por concentraciones bajas de GAs en este tejido. Esto también se ha observado en A. thaliana,
dénde al tratarse plantulas con PCB, también se producia un incremento significativo en los
niveles de transcritos de los genes GA20x2 y GA20x3 (Frigerio et al, 2006).

Resultados anteriores (Garcia-Hurtado et al, 2012) habian mostrado que estos genes eran
capaces de inducirse al subir las concentraciones de GAs cuando se hacian tratamientos muy
largos y a concentraciones muy altas (concentraciones de GA; y PCB mayores de 102M durante

46 dias). Esta induccion también ocurria en tallos de plantas transgénicas con un mayor
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contenido de GAs activas pero no en los frutos de estas plantas, donde al contrario estaban
reprimidos (Garcia-Hurtado et al, 2012). Todos estos resultados sugieren que la respuesta de los
genes SIGA20x ante cambios en las concentraciones de GAs depende del tejido, el estadio y las
condiciones del tratamiento empleado. Ademas, sugieren que en plantulas estos genes no
intervienen en la homeostasis de GAs, contrario a lo observado en Nicotiana tabacum, otra
especia solanacea (Gallego-Giraldo et al, 2008).

Como control, en este trabajo analizamos la expresion del gen de biosintesis SIGA200x1, el cual
habia sido caracterizado con anterioridad y cuya expresion en plantulas se regulaba
negativamente ante un incremento en los niveles de GAs (Marti et al, 2010). Nuestros
resultados confirman que la expresibn de este gen se regula por mecanismos de
retroalimentacion negativa, pero esta regulacion no sucede en hipocotilos sino en la porcién
apical de las plantulas (Figura R1.3 B, D, E).
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CONCLUSIONES 1

1.

Los genes SIGA20x se expresan de forma redundante a lo largo del desarrollo
vegetativo y reproductivo de tomate aunque su grado de expresion varia de acuerdo al

tejido y al estadio.

El patron de expresion de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2 en ovarios sugiere que
podrian tener un papel como reguladores negativos del crecimiento del ovario

probablemente reduciendo los niveles de GAs activas en ovarios no fertilizados.

Los genes SIGA20x mas representados en tejidos vegetativos de la planta son
SIGA20x3, SIGA20x4 y SIGA20x5, lo cual sugiere que podrian actuar regulando los

niveles de GAs en estos tejidos.

Los genes SIGA20x no parecen tener un papel en la homeostasis de GAs en plantulas ya

gue su expresidn no se induce por incrementos en los niveles de GAs activas.

La regulacion por retroalimentacion del gen de biosintesis SIGA200x1 en plantulas
depende del tejido ya que se regula negativamente por giberelinas en la porcién apical

de las plantulas y no en los hipocotilos.
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CAPITULO II: SILENCIAMIENTO MULTIPLE DE GENES
SIGA20x EN PLANTAS DE TOMATE
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RESULTADOS II

1. Obtencion del transgén 35S::shRNA2ox

Para realizar silenciamiento génico post-transcripcional de todos los genes SIGA20x escogimos
una construccion tipo horquilla (sShRNA). En este tipo de construcciones se clonan secuencias
homologas al gen o genes que se quiera silenciar en orientaciones invertidas separadas por un
intron. Estas secuencias al transcribirse, por autocomplementariedad, forman una estructura en
forma de horquilla que es reconocida por la maquinaria celular y entra a la ruta de
silenciamiento produciendo posteriormente la degradacion de los mensajeros del gen
correspondiente (Smith et al, 2000).

La longitud recomendada para lograr una alta eficiencia de silenciamiento usando una
construccion tipo shRNA es de 300-600pb (Helliwell y Waterhouse, 2003). Al alinear las
secuencias de los 5 genes de GA20x no se encontrdé una secuencia consenso de la longitud
recomendada. De acuerdo a la similitud de secuencias los 5 genes SIGA20x se pueden agrupar
en tres grupos independientes. En un grupo quedan los genes SIGA20x2, 4 y 5 y en dos grupos
independientes quedan los genes SIGA20x1 y SIGA20x3. Basados en esto se decidié construir
un fragmento quimérico, formado por un fragmento representativo de cada grupo. Se escogio un
fragmento de 163pb de la SIGAox4 que tiene un 95% de similitud de secuencia con la SIGA20x2
y un 92% con la SIGA20x5, otro de 188pb de la SIGA20x1 y otro fragmento de 123pb de la
SIGA20x3 (Materiales y Métodos, Apartado 2.2).

Como se explica en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos se disefidé un fragmento hibrido de
506pb que pudiera ser empleado en la induccion del silenciamiento multiple de los genes
SIGA20x. Este fragmento se forma al unir secuencias de los genes SIGA20x1, 3 y 4,
amplificadas de forma individual por PCR que luego se usaron como molde en una segunda
reaccién de PCR solapante donde se unieron y qued6é conformado el fragmento hibrido de
506pb (Figura M.1). Este fragmento se purifico (Figura RI1.1) y se clon6 en el vector pGEM-T
Easy. Se seleccionaron los clones positivos mediante PCR, se purificé el DNA plasmidico y se
envid a secuenciar. Al hacer el anélisis de las secuencias se pudo constatar que los fragmentos
habian quedado unidos correctamente y que no existian errores en las secuencias. A
continuacion, se le incorporaron los sitios attB1 y attB2, mediante una reaccion de PCR, para
que de esta forma se pudiera clonar en el vector pDNOR 221, usando el sistema de clonaje
Gateway de Invitrogen, tal como se describe en el apartado 3.3 del capitulo de Materiales y
Métodos (Figura M.3).
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Figura RII.1. Fragmento shRNA2ox resultado de la reaccion de
1.5KD

PCR solapante. En esta figura se muestra el fragmento de PCR

luego de ser purificado usando el kit de Invitrogen PureLink™

Quick Gel Extraction Kit. Carril 1: Patrén de Masas Moleculares

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas); Carril 2:
(- Fragmento shRNA2o0x purificado.
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Una vez que se le hubieran incorporado los sitios attB en los extremos se cloné por
recombinacion BP en el vector pDNOR 221. Los clones positivos se seleccionaron de la misma
forma que en el paso anterior de clonaje. Finalmente el fragmento se clond en el vector
pK7GWIWG2 (11) por recombinacion LR. Este paso de clonaje no fue posible verificarlo por
PCR puesto que esta construccion forma una estructura en forma de horquilla muy compleja de
amplificar, por lo que se verifico por digestion enzimatica con el enzima de restriccion Kpnl
(Figura RI11.2).

Kpnl

. nptli | T35S ‘ attB1 -‘ attB2 ‘ Intrén ‘ attB2 m

Kpnl Kpnl

Figura RI1.2. Representacion esquematica de la ubicacion de los sitios del enzima de restriccion Kpnl en la
construccion 35S::shRNA20x.

En el vector pK7TGWIWG2 (1) existe un solo sitio Kpnl, al insertarse los dos fragmentos
SIGA20x1,3,4 se afiaden otros dos sitios Kpnl adicionales. Al digerir con este enzima si no se
han insertado las secuencias se debe ver solamente el plasmido linealizado. Si se han insertado
correctamente ambas secuencias se debe observar el plasmido linealizado, una banda de 1.5kb
aproximadamente que corresponde al intrdn que queda entre las dos secuencias SIGA20x1,3,4 y
otra banda mas pequefia de unos 760pb. En la figura R11.3 se puede apreciar que al digerirse los

clones 1y 2 se liberan bandas de la talla esperada.

Figura RI11.3. Digestion chequeo Kpnl clones 1y 2. Carril
1: Patrén de Masas Moleculares GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder (Fermentas); Carril 2: vector pK7GWIWG2 (11)
nativo; Carril 3: vector pK7GWIWG2 (1) digerido con la
enzima Kpnl; Carril 4: Clon 1 nativo; Carriles 5 y 6:
Clones 1y 2 digeridos con la enzima Kpnl.
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Con esta construccidn final se transformd A.tumefaciens LBA 4404. El clonaje en A.tumefaciens
se verifico igualmente por digestion enzimatica, aunque con la particularidad de que el DNA
plasmidico obtenido de A.tumefaciens no tenia la calidad para este tipo de analisis y se re-
transformo E. coli para poder llevar a cabo la digestion de comprobacion, donde se obtuvo igual
resultado al que se muestra en la figura RI1.3. Una vez que se tuvo un clon de A.tumefaciens que

portara la construccidn 35S::shRNA2ox se procedi6 a transformar explantes de tomate.

2. Obtencion de plantas transgénicas de tomate 35S::shRNA2ox

Con objeto de estudiar el efecto del silenciamiento mdultiple de genes de SIGA2o0x en tomate
transformamos genéticamente plantas de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom con la
construccion 35S::shRNA2ox. Los experimentos de transformacion genética se llevaron a cabo
mediante cocultivo de explantes de hojas con la cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens
y el método de transformacion descrito por Ellul et al, 2003. En la transformacion se utilizaron,
como testigos internos, explantes regenerados mediante cultivo in vitro no inoculados con A.
tumefaciens. A las 3 semanas de inoculacién empezaron a formarse callos resistentes a la
kanamicina en la zona de corte del explante, en el 30% de los explantes. Cinco semanas después
de la inoculacion, en un 60-70% de los explantes se distinguian zonas verdes y compactas con
estructuras organogénicas (yemas-apice). A las 7-8 semanas de cultivo, los callos organogénicos
mostraron, en su mayoria, brotes adventicios. En este estadio se eliminaron las zonas necroéticas
y se subcultivaron los callos cada 3-4 semanas. A las 9-10 semanas de cultivo casi la totalidad
de los callos organogénicos presentaron brotes individuales, aunque la mayor parte de los &pices
se aislaron entre el tercer y cuarto subcultivo (12-16 semanas de cultivo). Los brotes
individualizados en los distintos experimentos de transformacion genética se cultivaron en
medio de enraizamiento con el antibiético kanamicina (100 mg/L) para permitir la adecuada
elongacion del tallo y la aparicion de un numero de yemas axilares suficiente para su
propagacion clonal. Al individualizar los brotes y ponerlos en medio de enraizamiento se
cortaron las hojas de los mismos y se usaron para medir el nivel de ploidia. En este experimento
de transformacién se obtuvo un 12% de transformantes tetraploides, lo cuales fueron

desechados. En los experimentos posteriores se continto solamente con los diploides.

2.1 Eficacia de transformacion
La tasa util de transformacién fue del 7%. Esto indica que, se han obtenido 7 plantas

transgénicas diploides independientes (procedentes de eventos independientes de

transformacidn) por cada 100 explantes inoculados, tal como se muestra en la tabla R11.1
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Tabla RI1.1. Tasa efectiva de transformacion y total de plantas independientes obtenidas in vitro.

N®EXPLANTES TOTAL PLANTAS TASA EFECTIVA
INOCULADOS INDEPENDIENTES DIPLOIDES | TRANSFORMACION (%)
260 19 7.31

Con estas 19 plantas se obtuvieron copias clonales de las mismas pero en este paso se perdieron
otras 13 plantas puesto que al cortarse los tallos y raices y pasarse a un medio nuevo perdieron
vigor y murieron. Al final del experimento s6lo se pudieron llevar a condiciones de invernadero

6 plantas independientes.

2.2 Segregacion del gen nptll en la primera generacion de plantas
transgénicas (TG1)

De las 6 lineas TG1 llevadas a condiciones de invernadero se obtuvieron las semillas y se
determiné la segregacion del trangén analizando la proporcion de plantas resistentes y sensibles
a la kanamicina (gen nptll). Este analisis mostro que solamente 4 lineas cumplian la proporcion
3:1 de Resistentes:Sensibles (correspondiente a la insercién en un locus): L1, L5, L22 y L81.
Otra de ellas cumplia una proporcion de 15:1 (correspondiente a inserciones en dos loci): L13 y
la altima no se ajustaba a las segregaciones esperadas para uno o dos loci: L25 (Tabla RI1.2). Se
utilizaron las lineas que cumplian con la proporcién 3:1 para seleccionar plantas homocigotas.
Para los experimentos posteriores de caracterizacion fisioldgica, se usaron principalmente las
lineas L1y L5.

Tabla RII.2. Segregacion gen nptll en TG1.

1 - X? P
LINEA | RESISTENTES | SENSIBLES | TOTAL |PROPORCION | -\ ~U1 ApO
1 25 6 31 31 0,527 0,45
5 31 6 37 31 1,523 0,2
13 52 1 53 15:1 1,722 0,15
22 40 12 52 31 0,103 0,7
25 23 26 49 11 0,184 0,7
81 39 14 53 31 0,0566 0,8

3. Evaluacion de silenciamiento de genes SIGA20x en plantas
transgénicas 35S::shRNA2o0x

La introduccion del transgén 35S::shRNA20ox en plantas de tomate tiene como objetivo reducir
y/o eliminar la expresion de los genes SIGA20x en la planta, induciendo el silenciamiento
génico. Para evaluar la eficacia de la construccion 35S::shRNA2ox analizamos la expresion de

los genes SIGA20x en diferentes tejidos de la planta, mediante RT-gPCR.
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3.1 Silenciamiento de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos
El silenciamiento en tejidos vegetativos fue reducido y variable. Los genes SIGA20x1 y

SIGA20x2 no se silenciaron en ningln tejido (Figura RI1.4).
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Figura RI11.4. Expresion relativa de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos de las plantas transgénicas

Raiz de plantas adultas (90 dias); Tallo de plantas adultas jovenes (antes de la antesis); Porcion apical de
plantas adultas jovenes (antes de la antesis); Hipocotilos de plantulas de 7 dias; Hojas D90: Hojas de plantas
adultas de 90 dias de edad; Hojas D35 Hojas de plantas adultas jovenes de 35 dias de edad (plantas jovenes en
floracién). Los valores de expresion son relativos al valor de expresion en las plantas silvestres (1.0) y son el

resultado de la media de tres réplicas biol6gicas + STD

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)
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El gen SIGA20x4 solamente se silencié en raiz. Los genes més silenciados fueron los genes
SIGA20x3 y SIGA20x5 que se silenciaron en tres tejidos: raiz, tallo e hipocotilo. En algunos
tejidos, como por ejemplo en hojas no se silencié ningun gen SIGA20ox. La expresion del gen
SIGA20x1 no pudo analizarse en raiz puesto que el nivel de expresion de este gen en ese tejido
es muy bajo, casi indetectable y en algunas de las réplicas bioldgicas de las plantas transgénicas
no se produjo amplificacion. La tabla RI1.3 muestra los porcentajes de reduccion de la expresién
de los genes SIGA20x y los valores de expresion relativa aparecen resumidos en el apartado de
Anexos en la Tabla S1. En todos los casos donde se detectd silenciamiento este fue mayor del
50% (Tabla RII.3).

Tabla RI11.3. Resumen del analisis del silenciamiento de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos en las lineas
L1y L5. Los porcentajes expresados se refieren al porcentaje de silenciamiento del gen en cada tejido respecto
al silvestre. Las casillas en blanco indican que en ese estadio no se analiz ese gen.

NS: No silenciado

L1 L5
GENES GENES
TEJIDOS |20x1|20%x2| 20x3 | 20x4 | 20x5 | | 20x1|20x2 | 20%x3 | 20x4 | 20%5
Raiz - NS [84,7%|68,3% |69,1% - NS | 58% | NS | NS
Tallo NS | NS [81,3%| NS [92,4% - - - -

Porcién apical | NS | NS | NS NS NS - -

Hipocotilo NS | NS | 89% | NS | 69% NS | NS [82,2% | NS | NS

Hoja d90 NS | NS | NS NS NS NS | NS | NS | NS | NS

Hoja d35 - NS | NS NS NS - NS | NS | NS | NS

3.2 Silenciamiento de genes SIGA20x en tejidos reproductivos

Como tejidos reproductivos usamos ovarios en diferentes estadios. En estos tejidos el
silenciamiento detectado fue mayor que en los tejidos vegetativos puesto que todos los genes se
silenciaron en al menos un estadio (Figura R11.5). El gen mas silenciado fue el SIGA20x4 ya que
en dos de las lineas transgénicas se silencio eficientemente en todos los estadios analizados. El
gen menos silenciado fue el gen SIGA20x5. Los tejidos con mayor silenciamiento fueron los
ovarios polinizados de 10 dias y los ovarios emasculados de 5 dias. El estadio con menos
silenciamiento fue el de ovarios en antesis. Al igual que en los tejidos vegetativos, en todos los
casos que se detectd reduccion de los transcritos de los genes SIGA20x esta fue mayor o igual
del 50% y en muchos casos mayor del 90% (Tabla RI1.4). Los valores de expresion relativa

aparecen resumidos en el apartado de Anexos en la Tabla S2.
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Tabla RI11.4. Resumen del analisis del silenciamiento de los genes SIGA20x en tejidos vegetativos en las lineas
L1, L5 y L81. Los porcentajes expresados se refieren al porcentaje de silenciamiento del gen en ese tejido
respecto al silvestre. NS: No silenciado.

L1 L5 L81
do pt5 | p+10 e+h do p+5 p+10 e+5 do | p+5 e+h
20x1 NS NS | 72.6% | 83.4% NS NS 83.9% | 63.6% NS NS | 49.8%
20x2 NS NS NS 91% NS NS 72.6% | 90.4% NS NS 66.1%
20x3 NS 90.3% | 94.5% | 87.5% NS 89.8% | 82% NS NS NS 84%
20x4 | 86.4% | 60.5% | 94.5% | 68.6% 77.2% | 57.2% | 98% | 78.7% NS | 71.7% | NS
20x5 NS NS | 88.6% | NS NS NS 95.8% | 64.9% NS NS NS
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Figura RI1.5. Expresion relativa de los genes SIGA20x en tejidos reproductivos de las plantas transgénicas

DO0: Ovarios de flores en antesis; P+5: Ovarios polinizados de 5 dias; P+10: Ovarios polinizados de 10 dias;
E+5: Ovarios emasculados de 5 dias. Los valores de expresion son relativos al valor de expresion en las plantas
silvestres (1.0) y son el resultado de la media de tres réplicas biol6gicas + STD.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)
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3.3 Expresion de genes de biosintesis en ovarios polinizados

Para estudiar el efecto del silenciamiento de los genes SIGA20x sobre otros genes de la ruta de
biosintesis se determiné la expresidon de genes de biosintesis SIGA200x y SIGA30x en ovarios
polinizados de 10 dias. En esta muestra se habian silenciado eficientemente todos los genes
SIGA20x y se observaba un incremento significativo en los niveles de la GA activa GA, (Figura
RIL5; Tabla RI11.16).

En la linea transgénica L1 se detectd un aumento significativo en la expresion del gen de
biosintesis SIGA200x1 y una disminucion en la expresion del gen SIGA200x3 (Figura R11.6). En
cambio no se detectaron cambios significativos en la expresion del gen SIGA200x2 ni de los
genes SIGA3ox. En la linea transgénica L5 se observé disminucion en los niveles de mMRNA de
los genes SIGA3ox y SIGA200x3 y no se observaron cambios en la expresion de los genes
SIGA200x1 y SIGA200x2.
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Figura RI1.6. Expresion relativa de genes de biosintesis SIGA200x y SIGA30x en ovarios polinizados de 10 dias.
Los resultados son la media de tres réplicas bioldgicas + STD.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05).

4. Evaluacion de caracteristicas fenotipicas en plantas transgénicas
35S::shRNA2ox
El efecto esperado del silenciamiento de los genes SIGA20x es un aumento en los niveles de

GAs de la planta. Dado que las GAs actian como reguladores de varios procesos del desarrollo
de la planta evaluamos varios caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo en las plantas

transgénicas obtenidas.

4.1 Desarrollo vegetativo

4.1.1 Germinacion
La germinacion de las semillas es un proceso regulado de forma positiva por las GAs. Es

conocido que mutantes deficientes de sintesis de GAs como el gib-1 presenta un retraso
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considerable en la germinacion (Groot y Karssen, 1987; Koornneef, 1990) y que el mutante
procera de respuesta constitutiva a GAs presenta un adelanto en la germinacion de las semillas
(Bassel et al, 2008). Analizamos la germinacion de las lineas transgénicas L1, L5y el silvestre
usando tres lotes diferentes de semillas para eliminar posibles discrepancias debidas a la edad,
tiempo de almacenamiento u otras desigualdades entre lotes y no observamos diferencias

atribuibles a la presencia del transgén (Figura RI1.7).
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Figura RI1.7. Germinacion de semillas de lineas transgénicas L1, L5 y silvestre. Los datos aparecen como el
porcentaje de semillas geminadas en el tiempo. Estos datos corresponden a la media de tres lotes diferentes de
semillas en cada linea (Media + SE).

4.1.2 Longitud de hipocotilo y raiz en plantulas
Al igual que sucede con la germinacién, las GAs regulan positivamente la longitud del

hipocotilo y de las raices en las plantulas (Collett et al, 2000; Garcia-Hurtado et al, 2012). Sin
embargo, como se observa en la Tabla RIL5, las lineas transgénicas no mostraron incrementos
significativos en la longitud de hipocotilos y raices. En el caso de la linea L5 los hipocotilos
resultaron significativamente mas cortos que los del silvestre.

Tabla RIL.5. Longitud hipocotilos y raices de plantulas de 7 dias. Los resultados aparecen representados como

Media+ SE. WT (N=16); L1 (N=12); L5 (N=13)
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Linea | Longitud de hipocotilo (cm) | Longitud de raiz (cm)
WT 1,57+0,04 5,90+0,61

L1 1,62+0,07 6,14+0,61

L5 1,36+0,04* 4,88+0,42
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4.1.3 Morfologia de plantas adultas

Las GAs promueven la elongacion de los entrenudos del tallo. Un efecto fenotipico muy
caracteristico de que existe una mayor cantidad de GAs activas en la planta es un alargamiento
de los entrenudos del tallo, resultando en plantas mas altas con tallos mas finos. Ademas el

tamafio de las hojas también puede verse afectado por las concentraciones de GAs.

No observamos diferencias entre las plantas transgénicas y las plantas silvestres en el desarrollo
del tallo, tanto en la altura total hasta la primera inflorescencia como en la longitud del
entrenudo, medida entre la cuarta y la quinta hoja (Tabla R11.6). El desarrollo de las hojas y las
raices tampoco presentaba diferencias detectables.

Tabla RI1.6. Caracteristicas fenotipicas del desarrollo vegetativo de las lineas transgénicas L1 y L5 y el
silvestre. Los datos aparecen representados como Media + SE de un minimo de 10 plantas. El diametro del

tallo y la longitud del entrenudo se midieron en el quinto entrenudo. El area de hoja y el nimero de foliolos
corresponden a la quinta hoja.

Fenotipos vegetativos
Parametro WT L1 L5
Altura hasta la primera inflorescencia (cm) 11,86+0,47 | 12,70+0,59 | 10,95+0,61
Numero de hojas hasta la primera inflorescencia | 7,82+0,42 7,70+0,35 7,18+0,30
Diametro del tallo (cm) 0,65+0,03 0,62+0,01 0,65+0,02
Longitud de entrenudo (cm) 1,88+0,11 1,92+0,13 1,86+0,10
Area de hoja (cmz) 179,1+15,4 | 210,2 +10,4 | 183,8 £8,5
Nuamero de foliolos 5,70+0,40 6,10+0,33 5,64+0,39
Peso fresco de raiz (g) 6,52+0,38| 7,03+0,85 | 7,16 + 0,57

4.1.4 Arquitectura de la planta

El cultivar Micro-Tom presenta un patron de crecimiento determinado. Tras la produccion de 6-
9 hojas el apice vegetativo primario termina con dos inflorescencias y en la axila inferior mas
préxima se desarrolla un brote axilar con 4 hojas y 2 inflorescencias (Figura 1.8B). Luego de la
antesis de las primeras flores, comenzando por las axilas mas proximas al brote apical,
comienzan a desarrollarse ramas laterales. Al final del desarrollo (aproximadamente 90 dias) la
planta adquiere un aspecto compacto similar a un arbusto (Figura 1.12). El habito de crecimiento
de nuestras lineas transgénicas continu6 siendo determinado, pero en cambio se observaron
diferencias en el patron de ramificacion. Como se ve en la Figura RI1.8, las plantas transgénicas

presentaban menos ramificaciones que el silvestre.
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Figura RI11.8. Aparicion de brotes laterales en plantas silvestres (A) y linea transgénica L1 (B). Esta imagen
corresponde a plantas adultas de 42 dias de edad.

Para analizar cuantitativamente este efecto fenotipico seguimos, durante 80 dias, el desarrollo de
los brotes laterales que aparecian en todas las axilas bajo el brote simpodial (Figura 1.8B) en las
plantas silvestres y transgénicas. Tomamos como dato de comparacion el porcentaje (%) de
axilas con ramas respecto al nimero total de axilas de la planta. A efectos de esta comparacion
consideramos como ramificadas aquellas axilas en las cuales hubiese crecido un brote mayor o
igual a 0,5 cm. Para este analisis también usamos la linea transgénica L19 que sobreexpresa el
gen de biosintesis CcGA200x1 y el mutante procera, que es un mutante de pérdida de funcion
de la proteina DELLA y que tiene activada constitutivamente la respuesta a GAs (Tabla RIL.7).
Ambas lineas presentan las caracteristicas tipicas de sobreproduccion de giberelinas (Figura
RI11.9).

Tabla RII.7. Caracteristicas genotipicas de lineas empleadas en el andlisis del patrén de ramificacion y nimero
de plantas por linea empleadas en el experimento.

Linea | N Genotipo
L1 10
= ) Lineas transgénicas 35S::shRNA2ox. Silenciamiento genes de enzimas catab6licos GA20x
L19 10 Linea transgénica 35S::CcGA200x1. Sobre-expresion de gen de enzima de biosintesis
GA200x1 (Garcia-Hurtado et al, 2012)
orocera | 10 Mutante SIDELLA. Pérdida de funcion de proteina DELLA. Activacién constitutiva de via
de respuesta a GAs (Bassel et al, 2008; Carrera et al, 2012)
MT | 22 Cultivar Micro-Tom. Crecimiento determinado, deficiencia brasinosteroides (mutacion
alelo d) (Marti et al, 2006)
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procera

Figura RI1.9. Lineas empleadas para el analisis de la aparicién de ramas laterales. Esta imagen corresponde a
plantas adultas en floracion antes de la aparicion de brotes laterales.

Las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox mostraron inhibicion del desarrollo de los brotes
laterales, al igual que las lineas L19 y procera (Figura RI1.10). Esta inhibicion se traduce en un
retraso en la aparicion de ramas laterales y un namero menor de ramas. En el dia 40, las plantas
silvestres ya habian sobrepasado el 60% de axilas ramificadas mientras que las otras plantas no
habian alcanzado el 30%. Durante el tiempo que duré el experimento fueron apareciendo ramas
laterales en todas las plantas aunque tanto en las plantas transgénicas como en el mutante
procera aparecié un ndmero significativamente menor de ramas. Al final del experimento,
solamente la linea L19 alcanzd el 50% de axilas ramificadas mientras que las plantas
transgénicas 35S::shRNA2ox y procera no lo alcanzaron. Las plantas silvestres no llegaron a
alcanzar el 100% de plantas con axilas ramificadas, debido a que en las axilas inferiores 1y 2

no aparecieron brotes.
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Figura R11.10. Evolucién temporal de la aparicion de ramas en las lineas transgénicas L1, L5 y L19 y mutante
procera comparado con las plantas silvestres (cv Micro-Tom). Los datos aparecen representados como Media +
SE del porcentaje de axilas con ramas > 0.5cm (ver esquina superior izquierda donde se muestra un brote
lateral de 0.5cm) respecto al nimero total de axilas de la planta a lo largo de 80 dias.

Para comprobar si la inhibicion de la ramificacion en las lineas transgénicas se debia a un
incremento en los niveles de GAs activas, tratamos plantas con el inhibidor de biosintesis
Paclobutrazol (PCB). Aplicamos el inhibidor a plantas adultas de 27 dias de edad, en las cuales
aun no habian aparecido brotes laterales. Tratamos durante 15 dias, plantas de la linea L1 y el
silvestre con una concentracion de PCB de 10°M o 10°M. Al cabo de este tiempo todas las
plantas tratadas se habian enanizado (Figura RIl.11). Las plantas transgénicas resultaron
igualmente sensibles al efecto del PCB mostrando ambas lineas una reduccion de la altura entre
el 30y el 40% (Figura RI1.12A).

L oo\ PCB 10%M 5
PCB 10°M PCB 105M - : PCB 10°M

Figura RI1.11. Influencia del tratamiento con PCB (10°M y 10°M) sobre el crecimiento de plantas de la linea
transgénica 1y el silvestre.
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Figura RI1.12. Efecto de la aplicacién de dos dosis de PCB (10°M y 10°M) a plantas silvestres (MT) y linea
transgénica L1. A: Altura de las plantas expresadas como porcentaje (%) de la altura de las plantas no

tratadas (NT). B: Efecto del tratamiento con PCB sobre la aparicion de ramas laterales. Los datos de
ramificacion aparecen representados como Media + SE del porcentaje de axilas con ramas > 0.5 cm.
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En cuanto al fenotipo de ramificacion (Figura RI1.12B) el tratamiento con el inhibidor no
produjo cambios en la aparicion de ramas laterales en las plantas silvestres pero si en las plantas
de la linea transgénica L1. Al tratar las plantas de la linea L1 con PCB se inducia la aparicion de
ramas laterales, revirtiendo su fenotipo a un fenotipo silvestre (Figura R11.12B). Este resultado,

sugiere que el efecto de inhibicion de la ramificacion lateral esta mediado por GAs.

4.1.4.1 Influencia de los brasinosteroides en el patron de ramificacion
de las plantas transgénicas

Los brasinosteroides (BR), al igual que las GAs, son hormonas vegetales de tipo esteroides
(Bishop y Yokota, 2001). El cultivar de tomate Micro-Tom es deficiente en la sintesis de BRs
debido a una mutacion en el gen DWARF (D) que codifica para un enzima de la ruta de
biosintesis de esta homona (Marti et al, 2006). Es conocido que los BR modifican la respuesta
de la planta a GAs y que la ausencia de BR hace a Micro-Tom menos sensible al efecto de las
GAs (Marti et al, 2006). El efecto inhibitorio de las GAs sobre la ramificacion ha sido detectado
en lineas que poseian la mutacion d de BR, presente en el cv. Micro-Tom. Para estudiar la
influencia de los BR sobre el fenotipo de ramificacion comparamos la aparicion de ramas

laterales entre lineas portadoras o no del alelo dominante D para la sintesis de BR (Tabla R11.8).

En las plantas MT-D las ramas laterales aparecen antes que en Micro-Tom (MT) (Figura
RII.13A, B), sugiriendo que la presencia de BR tiene un efecto inductor en el desarrollo de los
brotes laterales. Tanto en los hibridos F1 como en las lineas transgénicas se aprecia el retraso en
la aparicion de las ramas laterales, comparado con el parental MT-D, aunque en el caso de los

hibridos F1 el efecto es menor y presentan un fenotipo intermedio respecto a sus dos parentales.
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Tabla RI1.8. Lineas empleadas en el anélisis del patrdn de ramificacion.

Linea | N° Caracteristicas genotipicas y fenotipicas

MT 1 Cultivar Micro-Tom. Deficiencia brasinosteroides (mutacion en el gen DWARF, alelo d)
(Marti et al, 2006)

MT-D 1 Linea isogénica de MT con alelo D silvestre. Sin deficiencia de brasinosteroides (Carvalho
et al, 2011)

L1 12 | Lineas transgénica 35S::shRNA2ox. Silenciamiento de genes de enzimas catabolicas

L5 12 | SIGA20x y deficiencia de brasinosteroides (alelo d procedente del cv. Micro-Tom)

L1-D 12 | Hibridos F1 lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1 y L5 con MT-D. Silenciamiento de

L5-D 12 | genes de enzimas catab6licas SIGA20x y genotipo Dd para brasinosteroides.
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Figura RI1.13. Evolucion temporal de la aparicion de ramas en Micro-Tom (MT), MT-D, las lineas
transgénicas L1 y L5 e hibridos F1 L1-D y L5-D. Los datos aparecen representados como Media + SE del
porcentaje de axilas con ramas > 0.5 cm respecto al niimero total de axilas de la planta.
A: MT-D, MT, L1y L1-D; B: MT-D, MT, L5y L5-D.

4.2 Desarrollo reproductivo

4.2.1 Floracion
Las GAs acttan como reguladores del proceso de floracion, tanto regulando la transicion floral

como la correcta formacién de los 6rganos florales. El efecto sobre la transicion floral no es el
mismo en todas la especies, en algunas especies como Arabidopsis thaliana actta provocando
adelanto de la floracion en condiciones de dia corto (Blazquez et al, 1998) y en otras especies
como tomate (Garcia-Hurtado et al, 2012) y uva (Boss and Thomas, 2002) actla retrasando la
floracion. Hemos estudiado el tiempo de floracion y el nimero de flores que aparecen en las dos
primeras inflorescencias de la planta y no encontramos diferencias significativas entre las

plantas transgénicas 35S::shRNA20x y el silvestre (Tabla RI1.9).
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Tabla RI1.9. Transicion floral y nmero de flores en las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1y L5.
Los datos se representan como Media + SE. Los dias hasta la antesis son el nimero de dias que transcurren
desde la puesta en invernadero hasta que la primera flor llega a la antesis.

Parédmetro WT L1 L5
N° de flores en las dos primeras inflorescencias | 13,4 +0,3 | 12,8 +0,7 | 13,4 £0,5
Dias hasta la antesis 31,3+1,2 1 320+0,7 | 29,4+£0,5

4.2.2 Caracterizacion del fruto en las plantas transgénicas
35S::shRNA20x

La formacion del fruto es un proceso muy importante y complejo en el desarrollo de las plantas,
gue en tomate depende de GAs, entre otros factores (Serrani et al, 2007a). Para determinar el
efecto que el silenciamiento de los genes SIGA20x pudiera tener sobre la formacion del fruto
analizamos algunas caracteristicas de los 8 primeros frutos producidos por las lineas
transgeénicas y las plantas silvestres como el peso, nimero de semillas y 16culos por fruto y el
tiempo que tardan en madurar. Tal como se muestra en la Tabla RI11.10 las lineas transgénicas
producen de forma espontanea una mayor cantidad de frutos partenocarpicos que el silvestre. El
namero de semillas por fruto en el caso de la linea L1 es menor que en el silvestre, pero esto no
es asi en la linea 5. También observamos que el tamafio promedio de los frutos producidos por
las plantas transgénicas resultaba menor que el de los frutos de las plantas silvestres, quizas
debido al mayor nimero de frutos partenocérpicos, que suelen ser mas pequefios. No
observamos diferencias en el nimero de ldculos ni en los dias que transcurren hasta la

maduracion de los frutos.

Tabla RI1.10. Caracteristicas de los frutos de las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1y L5.

Los datos aparecen representados como Media + SE y corresponden a los primeros 8 frutos maduros de cada
planta (10 plantas por linea). Los dias hasta la maduracion son los dias que transcurren desde la puesta en
invernadero hasta que el primer tomate de la planta alcanza la madurez (alcanza color rojo)

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Parametro WT L1 L5
Dias hasta la maduracién 81,63+0,84 | 83,60+0,79 | 82,60+0,77
Frutos partenocérpicos por planta (%) | 3,52+1,91 | 27,50+5,30* | 32,50+5,93*
Namero de semillas por frutos 22,14+1,23 | 11,63+£1,39* | 18,98+2,02
Peso de los frutos (g) 4,39+0,14 | 3,62+0,23* | 3,23+0,21*
NUmero de loculos por fruto. 2,92+0,04 | 3,13%0,08 3,05+0,07
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4.2.3 Produccion total de frutos por las plantas transgénicas
35S::shRNA20x

Analizamos el namero total de frutos producidos por las plantas transgénicas y el silvestre en un
periodo de dos meses En este caso también se repite que las plantas transgénicas producen una
mayor cantidad de frutos partenocérpicos espontaneamente y que los frutos producidos por la
linea L1 tienen menor nimero de semillas por fruto (Tabla R11.11). Medimos °Brix y el jugo de
los frutos producidos por la linea L1 resulto tener mayor °Brix que los frutos producidos por la
linea L5 y las plantas silvestres. El valor de °Brix o contenido en sélidos solubles es parametro
relacionado con calidad del fruto que puede utilizarse como un estimador del contenido total de
azucares presentes en el fruto. Resultados obtenidos anteriormente sugieren que existe una
relacion inversa entre este parametro y el namero de semillas presentes en el fruto, es decir,
frutos con menos semillas tienen un mayor valor de °Brix (Carmi et al, 2003; Garcia-Hurtado et
al, 2012; Carrera et al, 2012; Medina et al, 2013) y esto podria ser la explicacién de las
diferencias de la linea transgénica L1 que tiene menor nimero de semillas por fruto. No se

observaron diferencias en el nimero de léculos por fruto.

Tabla RI1.11. Produccién de frutos por las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1, L5y silvestre.

El nimero total de frutos por planta corresponde al total de frutos recogidos durante 2 meses. Los otros
parametros se refieren solamente a los frutos maduros. Los °Brix se determinaron en 50 frutos por linea

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05) (L1 N=17; L5 N=18; WT N=19).

a, no diferencias significativas con el silvestre, pero si diferencias significativas entre las lineas transgénicas
(P<0.05)

Parédmetro WT L1 L5
Numero de frutos por planta ® 46,05+2,40 | 43,00£2,95 | 53,11+3,49
Frutos partenocérpicos por planta (%) | 32,23+5,14 | 47,27+6,78 | 55,51+3,38*
Namero de semillas por fruto 14,50+0,67 | 10,66+0,58* | 14,41+0,67
Peso frutos (g) 2,98+0,07 | 2,83+0,07 | 2,60+0,07*
NUmero de loculos por fruto 2,81+0,02 | 2,88+0,03 2,88+0,03
°Brix 6,40+0,17 | 7,1240,24* | 6,13+0,16

4.2.4 Capacidad partenocarpica de las lineas transgénicas
35S::shRNA20x

En tomate, el desarrollo del fruto se inicia cuando tienen lugar de forma exitosa la polinizacion
y la fertilizacion. Si estos eventos no tienen lugar el crecimiento del ovario se detiene, entra en
senescencia y muere; aunque en algunas ocasiones y debido a diversas causas el ovario puede
crecer y desarrollarse de forma partenocérpica pese a no haber sido fecundado. Una de las
causas puede ser un aumento en los niveles de GAs en el ovario, de forma natural o artificial por
la introduccidn de un transgén como el gen de biosintesis GA200x1 (Garcia-Hurtado et al, 2012)

o0 por la aplicacion exdgena de GAs.
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Para determinar si los ovarios de las plantas transgénicas pueden desarrollarse en ausencia de
polinizacion, emasculamos flores para evitar la autofecundacion y las dejamos sin polinizar. Se
escogieron las 4 primeras inflorescencias y se emascularon 3 flores por inflorescencia 2 dias
antes de la antesis y 22 dias después se colectaron y pesaron los ovarios. Mientras los ovarios de
las plantas silvestres no crecieron en ausencia de polinizacion (no sobrepasaron 0,1g de peso),
algunos ovarios, un 5% en L1 y un 34% en L5 se desarrollaban en las lineas transgénicas,
alcanzando un peso medio entre los 0,5y 0,7g de peso (Tabla RI1.12).

Tabla RI1.12. Capacidad partenocarpica de las lineas transgénicas 35S::shRNA2ox L1y L5.

Se consideraron como frutos partenocarpicos aquellos que resultaron iguales 0 mayores que 0,1g. Los datos

entre paréntesis son: nimero de frutos partenocarpicos/nimero total de ovarios emasculados. Los datos
correspondientes a los pesos de los ovarios en dia 20DPA estan expresados como Media * SE.

Lineas | Cuajado (%) | Peso ovarios emasculados (g) | Peso frutos partenocéarpicos (g)

WT 0 (0/101) 0,006 + 0,001 -
L1 5 (4/79) 0,031 £ 0,016 0,52 +0,2
LS 34 (35/102) 0,25 + 0,04 0,70 £ 0,05

Visto que las lineas transgénicas poseian cierto grado de capacidad partenocérpica facultativa
estudiamos la evolucion del desarrollo de los frutos en presencia y ausencia de polinizacion.
Para este andlisis también incorporamos la linea L81. Procedimos igual que en el experimento
anterior pero en este caso polinizamos manualmente algunas de las flores emasculadas y se
sigui6 el desarrollo del ovario desde 2 dias antes de las antesis hasta 20 dias después. Como se
muestra en la figura RIL14A, no se observan diferencias entre el silvestre y las plantas
transgénicas en el desarrollo del ovario hasta el dia de antesis. A partir del dia de antesis y hasta
el dia 10 los ovarios polinizados de las lineas transgénicas resultan significativamente mayores
que los ovarios de las plantas silvestres. Al cabo de 20 dias se observa que se han eliminado las
diferencias con el silvestre (Tabla RII.13). En el caso de los ovarios emasculados, las
diferencias entre el silvestre y las lineas transgénicas empiezan a notarse a partir del dia 5 pero
es en el dia 20 después de la antesis cuando estas diferencias se hacen méas evidentes (Figura
RI11.14B). El peso de los ovarios emasculados en las plantas transgénicas es, al menos 30 veces
mayor, que el de los ovarios emasculados en las plantas silvestres (Tabla R11.13).

Los ovarios del silvestre no se desarrollan en ausencia de polinizacién mientras que en las lineas
transgénicas se aprecia cierto grado de capacidad partenocarpica. EI nimero de frutos
partenocarpicos producidos por las lineas transgénicas oscila entre un 15 y un 37% Yy éstos

alcanzan un peso medio de entre un 0,59 y 0,8g (Tabla RI1.13).
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Tabla RI1.13. Capacidad partenocarpica de lineas transgénicas L1, L5y L81.

Se consideraron como frutos partenocarpicos aquellos que resultaron iguales 0 mayores que 0,1g. Los datos
entre paréntesis son: namero de frutos partenocarpicos/nimero total de ovarios emasculados. Los datos
correspondientes a los pesos de los ovarios en dia 20DPA estan expresados como Media + SE.

LIneas Cuajado (%) | Peso ovarios emasculados (g) | Peso frutos partenocarpicos (g)

WT 0 (0/69) 0,004 + 0,0005 -

L1 37 (11/30) 0,24 £ 0,07 0,62+0,1
L5 15 (7/47) 0,12 £ 0,04 0,81 £ 0,15
L81 34 (22/64) 0,20 £ 0,04 0,59 £ 0,13
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Figura R11.14. Curso temporal del desarrollo de ovarios polinizados y no polinizados en las lineas transgénicas
L1, L5 y L81. Se emascularon flores 2 dias antes de la antesis (D-2) para evitar la autopolinizacion (4
inflorescencias por planta, 3 flores por inflorescencia). Una parte de los ovarios se polinizaron manualmente 2
dias después de emasculados (DO0) y otros se dejaron sin polinizar. Se recogieron y pesaron ovarios en dias -2,
0,5, 10y 20. Los valores representados son Media + SE.

A: Ovarios emasculados polinizados; B: Ovarios emasculados no polinizados

5. Cuantificacion de niveles de giberelinas en plantas transgénicas
35S::shRNA20x

El transgén 35S::shRNA2o0x induce el silenciamiento de los genes SIGA20x en algunos tejidos
de la planta. Los enzimas GA20x son enzimas de catabolismo de la ruta de sintesis de GAs, las
cuales junto con los enzimas de biosintesis controlan los niveles de GAs activas en la planta.
Para evaluar el impacto del silenciamiento de los genes SIGA20x en la ruta de sintesis de GAs

cuantificamos los niveles de GAs en tejidos reproductivos y vegetativos de la planta.
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5.1 Cuantificacion de niveles de giberelinas en tejidos reproductivos

El transgén 35S::shRNA2ox induce, en ovarios, el silenciamiento de todos los genes SIGA20x
(Figura RI1.5) y ademas induce desarrollo partenocarpico parcial en los ovarios de las plantas
transgénicas (Tablas RI1.12 y RI11.13). Como tejido reproductivo empleamos ovarios silvestres
de 10 dias de edad polinizados manualmente y las lineas transgénicas L1 y L5, tal como se
detalla en el Capitulo de Materiales y Métodos, Apartado 4.5. La cuantificacién de GAs en los
ovarios mostro diferencias entre las plantas transgénicas y silvestres (Tabla R11.14). De las GAs
de la ruta de la via de la 13-hidroxilacion solamente estaban elevados los niveles de GAy y
disminuidos los niveles de la GA inactiva GAg en la linea L1. No se detectaron diferencias en
ninguna de las GAs de la via en la linea transgénica L5. En las GAs de la ruta de la no 13-
hidroxilacion detectamos un incremento significativo de los niveles de la GA activa GA,. Este
incremento fue de hasta 4 veces en la linea L1 y 2 veces en la linea L5. También detectamos una
disminucion de un 50% aproximadamente en los niveles de la GA inactiva GAg, en ambas
lineas transgenicas comparado con el silvestre. Tanto el aumento en los niveles de GA, como la
disminucion del nivel de GAs4 son efectos esperados de una disminucién de la actividad
catabolica de los enzimas GA20x.

Tabla RI1.14. Concentracién de GAs (ng x g FW™) en ovarios polinizados de 10 dias en plantas silvestres y

lineas transgénicas L1y L5. Los resultados se expresan como Media de réplicas biolégicas + SE.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Ruta 13-hidroxilacion WT L1 L5
GAyg 0,64 +0,18 0,46 + 0,09 0,51+0,11
GAy 0,35 + 0,05 0,57 +0,03* 0,42 + 0,06
GA; 0,30 + 0,03 0,29 + 0,06 0,27+ 0,04
GAg 1,65+ 0,06 1,20 +0,12* 1,62 +£0,77
Ruta NO 13-hidroxilacién
GA, 0,36 + 0,05 1,21 £0,19* 0,78 £ 0,24*
GAs, 0,032 +£0,003 | 0,013 +0,003* | 0,011 + 0,003*

5.2 Cuantificacion de niveles de giberelinas en tejidos vegetativos

El transgén 35S::shRNA2o0x indujo silenciamiento en algunos tejidos vegetativos pero no en
otros y también sus efectos sobre fenotipo en el desarrollo vegetativo se han localizado
exclusivamente sobre la ramificacion. Tomamos tres tipos diferentes de muestras de tejido
vegetativo de plantas adultas, tal como se detalla en el Capitulo de Materiales y Métodos,
Apartado 4.5.

Los tejidos analizados en plantas WT y linea L1 son: la porcidn apical de las plantas formada
por el apice y las tres hojas méas jovenes, porciones de tallo conteniendo nudos y entrenudos y
axilas laterales de los nudos 3, 4 y 5. Estas muestras se colectaron luego de la aparicion de las
primeras flores, cuando la flor mayor de la inflorescencia era menor de 4mm. No se observaron
diferencias significativas entre la linea transgénica L1 y el silvestre ni en los niveles de GAs

activas ni en los precursores de GAs activas ni en los productos de su catabolismo analizados,
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en las muestras tomadas de la porcion apical de la plantas (Tabla RII.15). En las muestras
tomadas de tallo solamente se observo una disminucion significativa en los niveles del precursor
GAy, de la via de la 13-hidroxilacion, en las plantas transgénicas pero no se observaron
incrementos ni en las GAs activas ni en las otras GAs de la via.

Tabla RI1.15. Concentracién de GAs (ng x g FW™) en porcién apical y tallo de plantas silvestres y la linea

transgénica L1. Los resultados se expresan como Media de réplicas biolégicas + SE.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Porcioén apical Tallo
Ruta 13-hidroxilaciéon WT L1 WT L1
GAs; - - 2,66+121 | 2,02+0,25
GAu - - 1,99+0,38 | 1,58+0,16
GAyg 0,08 + 0,07 0,08 + 0,06 1,74+0,03 | 0,98 +0,12*
GAy 0,038 £0,03 | 0,05%0,02 0,05 + 0,003 | 0,05 + 0,007
GA; 0,06 + 0,03 0,03+ 0,01 0,52+0,02 | 0,56 +0,04
GAg 0,54 + 0,17 0,58 + 0,20 1,48 +0,01 | 1,33+0,02
GAy - - 2,18+1,27 | 0,19+0,19
Ruta NO 13-hidroxilacién

GAp - - - -
GAss - - 594+1,08 | 6,30+0,32
GAy - - 0,32+0,02 | 0,24+0,01
GAq - - 0,07 + 0,04 0,04 +0,0
GA, 0,06 + 0,05 0,09 + 0,05 2,27 +0,07 | 2,39+0,03
GAa, 0,005 + 0,002 | 0,013 + 0,01 - -
GAs; - - 2,40+0,13 | 2,42 +0,09

En cambio en las muestras de axilas si se detectaron diferencias en el contenido de GAs (Tabla
RI1.16). En las axilas 4 y 5 se detecté un incremento significativo en los niveles de la GA activa
GA. El producto de inactivacion de la GA4, 1a GAs4, no pudo ser cuantificado debido a la falta
de estandar interno, que actualmente no estd comercializado. Los niveles de las otras GAs
inactivas (GAg, GAy Y GAs;), productos de la actividad de las GA2ox disminuyen hasta hacerse
indetectables en las plantas transgénicas, tal como se espera del silenciamiento de los genes
SIGA20x. En particular la GAy, que es el producto de inactivacion de la GAy, se hizo
indetectable en todas las axilas analizadas de la linea transgénica. Curiosamente esto no dio
lugar a cambios en los niveles de GA, en ninguna de las axilas, quizds debido a una
autoregulacion de la ruta como parecen indicar los cambios en los niveles de los precursores
inmediatos (GA1g Y GA4) que se encuentran reducidos (Tabla RI11.16) en la linea transgénica
L1. Tampoco la GA activa sintetizada a partir de la GA,q, la GA;, mostré cambios entre la linea

transgénica y la silvestre.
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Tabla RII.16. Concentracién de GAs (ng x g FW™) en yemas axilares de plantas silvestres y la linea
transgénica L1. Los resultados se expresan como Media de réplicas biol6gicas + SE.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05); a: Por debajo del limite de deteccion.

3 axila 4" axila 5% axila
WT L1 WT L1 WT L1

GAs; | 4,43+1,22 4,29+0,17 7,89 + 0,66 6,25+ 0,48 7,08 +0,67 6,11 £ 0,25
GAu 1,78 +0,39 1,07 £ 0,09 2,54 +0,09 1,77 £ 0,26* 2,38 +0,08 2,17+0,17
GAy 2,06 + 0,44 0,74 £0,03* 2,54 +0,15 1,24 +0,10* 3,70+ 0,20 2,78 +0,44
GA, | 0,026 +£0,005 | 0,020 £ 0,002 | 0,05+ 0,008 0,02 £ 0,007 0,05+ 0,02 0,03 £ 0,002
GA; | 0,059 + 0,006 | 0,069 + 0,003 | 0,090 +£0,013 | 0,081 +0,014 0,15+ 0,03 0,15+ 0,02
GA; | 0,040 £ 0,022 a 0,092 + 0,056 | 0,004 +£0,004 | 0,019 +£0,019 | 0,053 +£0,028
GA, | 0,026 + 0,015 a 0,004 + 0,003 a 0,013 £ 0,003 a

GA;; | 0,97 +0,24 0,58 £ 0,06 1,03+ 0,30 0,98 £0,16 1,03 +0,28 0,27 £0,20
GA, | 0,133+0,035 | 0,058 +0,011 | 0,12 +0,03 0,10 £ 0,01 0,06 £0,01 0,05 +0,03
GA, | 0,129 +0,013 | 0,121 £0,012 | 0,17 +0,06 0,14 £ 0,014 0,31+ 0,03 0,17 = 0,02*
GA, | 0,040 + 0,007 | 0,065 + 0,010 | 0,083 +£0,011 | 0,178 + 0,020* | 0,07 +0,01 0,20 + 0,04*
GA;; | 0,005+ 0,002 | 0,016 + 0,008 | 0,007 + 0,004 a 0,002 + 0,002 a
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DISCUSION II

1. Silenciamiento de genes SIGA20x en plantas transgénicas
35S::shRNAZ2ox

Para estudiar el o los posibles papeles de los enzimas GA2o0x en el desarrollo de plantas de
tomate empleamos el silenciamiento génico post-transcripcional. Puesto que la expresion de
estos genes es redundante en la planta y esto a su vez podria indicar redundancia funcional
decidimos silenciarlos todos. Para lograr nuestro objetivo empleamos una construccion de tipo
horquilla (short-hairpin sShRNA) usando un fragmento quimeérico compuesto por fragmentos de
los genes SIGA20x1, SIGA20x3 y SIGA20x4 dispuestos en tandem, para maximizar la similitud
de secuencia con toda la familia génica. Este tipo de construccion resulta muy eficiente en la
induccion de silenciamiento y se ha usado anteriormente en otras especies vegetales como A.
thaliana (Kaur et al, 2006), trigo (Travella et al, 2006; Gil-Humanes et al, 2008; Gil-Humanes
et al, 2010), arroz (Miki et al, 2005; Pistdn et al, 2010; Shigemitsu et al, 2012; Wang et al,
2013b), cacahuete (Chu et al, 2008) y Papaver somniferum (Allen et al, 2004).

En las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox observamos diferentes patrones de silenciamiento
entre los tejidos analizados. En los tejidos reproductivos el silenciamiento resultd mas eficiente
que en los tejidos vegetativos. De seis tejidos vegetativos analizados solamente se detectd
silenciamento en tres de ellos: raiz, tallo e hipocotilo y dos de los genes de la familia (SIGA20x1
y SIGA20x2) no resultaron silenciados en ninguno de estos tejidos (Figura RI1.4). En tejidos
reproductivos se lograron silenciar todos los genes de la familia (Figura R11.5). Los estadios con
mayor nimero de genes silenciados resultaron ser los ovarios polinizados de 10 dias y los
emasculados de 5 dias (Figura RI1.5). Teniendo en cuenta que el transgén introducido lleva un
promotor 35S de expresion constitutiva, estas diferencias de silenciamiento resultan
sorprendentes ya que esperariamos que los mensajeros de los genes SIGA20x se redujeran en
todos los tejidos de la planta. La eficiencia de silenciamiento esté relacionada, principalmente,
con el grado de homologia entre la secuencia diana y la secuencia inductora (Katoch y Thakur,
2013). En nuestro caso, la construccion usada para silenciar contiene secuencias con una
homologia mayor del 90% para cada uno de los genes de la familia SIGA20x y por tanto esto no
debe constituir un factor determinante en la eficiencia de silenciamiento. Otro factor que se ha
relacionado con la eficiencia de silenciamiento es la abundancia del mensajero que se desea
silenciar, resultando mas silenciados los genes de mayor expresion (Miki et al, 2005; Gallego-
Giraldo, 2008; Gil-Humanes et al, 2010; Shigemitsu et al, 2012). Para determinar si existia una
relacion con la abundancia de los mensajeros diana, comparamos dicha abundancia (Figura
DIl.1) con el silenciamiento en los respectivos tejidos analizados y encontramos que el
silenciamiento coincidia con los genes SIGA20x més abundantes dentro de un mismo tejido. Es

decir, en cada tejido los genes silenciados se correspondian con los de mayor expresion. Esta
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correlaciéon entre abundancia y silenciamiento también se ha detectado en la familia de las
GA20x de tabaco (Gallego-Giraldo, 2008).
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Figura DI1.1. Abundancia relativa de genes SIGA20x en los tejidos de plantas de tomate silvestres usados para
determinar el silenciamiento en las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox. Los tejidos analizados son: raiz de
plantas adultas (90 dias), tallo y porcién apical de plantas jovenes adultas (antes de la antesis), hipocotilos de
plantulas de 7 dias, hojas de plantas adultas de 90 dias de edad (Hojas d90), hojas de plantas adultas jovenes
de 35 dias de edad (Hojas d35), ovarios de flores en antesis (d0), ovarios de 5 (5DPA-P) y 10 dias post-antesis
(LODPA-P) polinizados y ovarios de 5 dias post-antesis emasculados (5DPA-E). Los valores de expresion estan
referidos al valor de expresion del gen SIGA20x1 en raiz (1.0) y son el resultado de la media de tres réplicas
bioldgicas + SE.

***: indica que el gen se ha silenciado en tres lineas; **: indica que el gen se ha silenciado en dos lineas; *:
indica que el gen solo se ha silenciado en una linea.

La correlacion entre abundancia del mensajero y silenciamiento se observa solo dentro de un
mismo tejido y no entre tejidos diferentes. Un mismo gen que se exprese con similar abundancia
en dos tejidos puede resultar silenciado en uno y en otro no. Las diferencias de silenciamiento
entre tejidos pueden deberse a diferencias en los componentes de la maquinaria celular del
mecanismo de silenciamiento. Recientemente en tomate se han clonado y caracterizado los
componentes fundamentales de esta maquinaria celular: siete Dicers (DCL), quince Argonautas
(AGO) y seis Polimerasas RNA-dependientes (RARP) y se ha observado que la expresion de los

mismos esta regulada de acuerdo al tejido y el estadio (Bai et al, 2012; Xian et al, 2013). Los

126



tejidos con una baja eficiencia en el silenciamiento, como es el caso de las hojas, podrian tener

menos activa la maquinaria especifica para inducir este tipo de silenciamiento.

2. Contenido de GAs en plantas transgénicas 35S::shRNAZ2ox

Para evaluar el impacto del silenciamiento de los genes SIGA20x en la ruta de las GAs se
cuantificaron los niveles de GAs en tejidos vegetativos y reproductivos de las plantas silvestres
y transgénicas. En tallo, donde solo SIGA20x3 y SIGA20x5 estaban silenciados, no se
encontraron diferencias en los niveles de GAs activas entre plantas silvestres y transgénicas
(Tabla RI1.15), lo cual indica que el silenciamiento de sélo dos genes no es suficiente para
producir cambios significativos en las concentraciones de GAs activas. Sin embargo, en las
axilas laterales se detectd un incremento de aproximadamente el doble de la concentracion de la
GA activa GA, y una disminucion significativa en la concentracién de las GAs inactivas GAy,
GAs Yy GAs; (Tabla RI11.16). Esto sugiere que el efecto del silenciamiento de los genes SIGA20x
sobre el metabolismo de GAs en tejidos vegetativos puede estar muy localizado, ya que solo se
aprecian cambios en las axilas laterales de las plantas transgénicas.

A diferencia de los tejidos vegetativos, la reduccion de los mensajeros de los genes SIGA20x en
los tejidos reproductivos resultdé mucho mas eficiente. Al analizar los niveles de GAs en los
ovarios polinizados de 10 dias observamos un incremento significativo en los niveles de la GA
activa GA, en las plantas transgénicas y disminucion de los niveles de las GAs inactivas GAg, y
GAg (Tabla RII.14). Al igual que en las axilas laterales, los efectos encontrados en el
metabolismo de GAs de las plantas transgénicas son mayores sobre la rama biosintética de la no
hidroxilacion temprana en el C-13 (Figura 1.2) y solo se altera la GA activa de esta ruta, la GA,.
Los enzimas GA 2-oxidasas catalizan varias reacciones de la ruta metab6lica de GAs (Figura
1.2), probablemente con diferente afinidad o eficiencia por sus sutratos. Esto podria explicar el
diferente impacto que tiene el silenciamiento de los genes SIGA20x sobre los sustratos GA; y

GA, de forma que los niveles de GA; no sufren cambios y los de GA, se incrementan.

3. Efectos del silenciamiento de los genes SIGA20x y la concentracion de
GAs activas en el desarrollo vegetativo de plantas transgénicas
35S::shRNAZox

Las GAs son reguladores importantes del desarrollo vegetativo de las plantas. Actlan
promoviendo la germinacion de las semillas, la elongacién de hipocotilos y tallos, la expansién
de las hojas y ademéas son importantes para un adecuado desarrollo de las raices (Mauriat et al,
2011; Hedden and Thomas, 2012; Niu et al, 2013). La consecuencia esperada de inducir el
silenciamiento de los genes SIGA20x es un aumento en los niveles de GAs activas. En los
tejidos vegetativos de las plantas transgénicas el silenciamiento resulté escaso y los niveles de

GAs solo se alteraron de forma significativa en las axilas laterales. Como consecuencia, las
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plantas transgénicas no mostraron en su desarrollo vegetativo los efectos fenotipicos
caracteristicos de un aumento de GAs como son adelanto de la germinacién, aumento en la
longitud de hipocotilos y tallos entre otros (Figura RI1.7; Tablas RI1.5 y RI11.6). Sin embargo, las
plantas transgénicas mostraron inhibicién de la ramificacién, un fenotipo no esperado (Figura
RI1.8). Este fenotipo también se observd en plantas en las que se habia incrementado la
biosintesis o respuesta a GAs (mutante procera y una linea transgénica de sobre-expresion del
gen de biosintesis GA200x1) (Figura RI11.10). Ademas, al reducir el nivel de GAs tratando
plantas transgénicas 35S::shRNA2ox con el inhibidor de biosintesis de giberelinas PCB, se
lograba revertir completamente el fenotipo de ramificacion, de transgénico a silvestre (Figura
RI11.12B). Esto, unido al aumento en los niveles de GA, encontrado en las yemas axilares, indica
claramente que las GAs tienen un efecto inhibitorio en el desarrollo de ramas laterales en
tomate.

La aparicion y desarrollo de ramas laterales constituye una parte esencial de la arquitectura de la
planta. Este proceso se encuentra regulado por varios factores hormonales y ambientales. Hasta
la fecha el modelo de regulacion hormonal de la ramificacién no incluye las GAs (Figura DI1.2),
sino a las hormonas auxinas y estrigolactonas como inhibidoras y a las citoquininas como
estimuladoras (Dun et al, 2012; Cheng et al, 2013).

TRANSPORTE POLAR AUXINAS

:

| Desarrollode
\/ _ /\® brotes laterales

Figura DI1.2. Modelo de regulaciéon hormonal del desarrollo de brotes laterales (Cheng et al, 2013)

Sin embargo, nuestros resultados apoyan la inclusion de las GAs en este modelo como
reguladores negativos del crecimiento de yemas axilares. Este papel de las GAs en la
ramificacion también es apoyado por otros datos descritos anteriormente en diversas especies
vegetales:

1. Plantas transgénicas enanas, que sobre-expresan enzimas GA20x, de arroz (Lo et al,
2008), Paspalum notatum (Agharkar et al, 2007) y alamo (Mauriat et al, 2011)
producen mas ramas laterales que las plantas silvestres.

2. Mutantes enanos de guisante (de Saint Germain et al, 2013) y citricos (Fagoaga et al,
2007) deficientes en los enzimas de biosintesis GA30ox 0 GA200x también producen

maés ramas laterales que las plantas silvestres.
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3. En el mutante procera, un mutante de tomate de respuesta constitutiva a GAs (pérdida
de funcion de la proteina SIDELLA) el crecimiento de las axilas mas viejas esta
reprimido (Bassel et al, 2008).

En Arabidopsis thaliana las GAs también se han asociado con el desarrollo de las ramas
laterales pero a diferencia de las otras especies mencionadas anteriormente, aqui actuan
estimulando la ramificacion. En un quintuple mutante de pérdida de funcién de enzimas GA20x,
en condiciones de dia corto (SD) el crecimiento de las axilas laterales esta significativamente
aumentado y las ramas laterales resultan méas largas que en las plantas silvestres. En condiciones
de dia largo (LD) no se apreciaron estas diferencias fenotipicas (Rieu et al, 2008). Es conocido
gue las GAs pueden regular el mismo proceso de desarrollo de forma diferente de acuerdo a la
especie. Por ejemplo la transicion floral en A.thaliana, en condiciones SD, se induce por GAs,
pero en especies como tomate y guisante las GAs retrasan la transicion floral. Esto podria
indicar que la accién de las GAs sobre la ramificacién, al igual que sobre la floracién, puede ser
diferente en Arabidopsis y tomate ya que nuestros resultados sugieren que en tomate el efecto
de las GAs sobre el crecimiento de las ramas laterales es inhibitorio.

La participacion de las GAs como reguladores negativos en el modelo de regulacion hormonal
de la ramificacion podria llevarse a cabo de diversas formas:

I.  Unaumento de las GAs estimularia las auxinas que son inhibidoras de la ramificacién.
Esta hipdtesis se sostiene en el hecho de que plantas transgénicas de sobre-expresion de
enzimas GA20x en alamo, que producen mas ramas que las plantas silvestres y en las
cuales hay una reduccion significativa de los niveles de GAs activas, también se aprecia
una reduccion significativa en el transporte y en los niveles de auxinas (Mauriat et al,
2011).

Il.  El aumento de GAs estimularia las estrigolactonas que también son inhibidoras de la
ramificacion. Sin embargo, en guisante, analisis recientes sugieren que el efecto de estas
hormonas sobre la ramificacion es aditivo y que actlan independientemente (de Saint
Germain et al, 2013).

I1l.  El aumento de GAs inhibiria las citoquininas que son estimuladoras del crecimiento de
las ramas laterales. Interacciones de este tipo han sido descritas anteriormente pero no
asociadas a la ramificacion (Fleishon et al, 2011).

IV.  Un aumento de las GAs causaria directamente una induccion del gen BRC1, el cual es
un represor de la ramificacion en varias especies vegetales incluido tomate (Aguilar-
Martinez et al, 2007; Martin-Trillo et al, 2011; Cheng et al, 2013; Chen et al, 2013).

También es posible que el efecto de las GAs sobre la ramificacién sea un efecto conjunto de
interaccion con mas de uno de los componentes de la regulacién del crecimiento de las yemas
laterales. Este trabajo abre una nueva e interesante linea de investigacion dentro de la regulacion

hormonal de la ramificacidén que merecera sin duda ser abordada en trabajos futuros.
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3.1 Influencia de los brasinosteroides en el patron de ramificacion en
las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox

El cultivar de tomate usado en este trabajo fue el cultivar Micro-Tom (MT). Este es un cultivar
enano de crecimiento determinado y que presenta una mutacioén en el gen DWARF (D) que
codifica para un enzima que cataliza el paso de 6-deoxocastasterona a castasterona en la ruta de
biosintesis de BR (Bishop et al, 1999). Esta mutacion (d) es responsable de la deficiencia de BR
en la planta y en Micro-Tom se ha observado que las respuestas a GAs estan influidas
negativamente por este déficit de BR (Marti et al, 2006). Para determinar si el fondo genético
del cv. Micro-Tom (dd) era determinante en el fenotipo de ramificacion encontrado, cruzamos
las lineas transgénicas L1 y L5 (genotipo dd) con la linea isogénica de MT (MT-D) la cual tiene
el alelo D silvestre en homocigosis (DD) y analizamos la aparicidn de ramas en los hibridos F1
(genotipo Dd). La primera observacion al comparar MT con MT-D (Figura RI1.13) fue que la
presencia de BR induce la ramificacion. En los hibridos L1-D y L5-D se sigue apreciando
inhibicion sobre la ramificacién, cuando se compara con el parental mas ramificado. Esto
sugiere que el efecto inhibitorio sobre la ramificacién mediado por las GAs en tomate no
depende de BR puesto que la presencia o ausencia de esta hormona no impide el proceso
inhibitorio. La posible interaccion entre ambas hormonas en el control de la ramificacion no ha
sido abordada con profundidad en este trabajo y queda pendiente de analisis méas detallados en

estudios posteriores.

4. Efectos del silenciamiento de los genes SIGA20x y la concentracion de
GAs activas en el desarrollo reproductivo de plantas transgénicas

35S::shRNAZox
Las GAs también son muy importantes en el desarrollo reproductivo de tomate. Las GAs actiian

modulando la transicion floral aunque su accion varia de acuerdo a la especie (Mutasa-Gottgens
y Hedden, 2009). En plantas transgénicas de sobre-expresion del gen de biosintesis GA200x1 y
en el mutante procera se ha observado que en tomate las GAs actlan retrasando la floracion
(Garcia-Hurtado et al, 2012; Carrera et al, 2012). Sin embargo en nuestras lineas transgénicas
35S::shRNA20x no observamos diferencias en el tiempo de floracion ni en el niamero de flores
que aparecen en las dos primeras inflorescencias (Tabla RI1.9). Tampoco hemos detectado
diferencias significativas en los niveles de GAs activas en la porcion apical de plantas con la
floracion iniciada (Tabla RII.15). Esto sugiere que los enzimas GA20x en tomate no son
importantes en la regulacion de los niveles de GAs en el meristemo apical o que debido a la
redundancia en la expresion de los genes SIGA20x los niveles de GAs no han sido alterados de
forma significativa.

Las GAs también son esenciales para el cuajado y desarrollo de los frutos en tomate. La

manipulacion de los niveles de GAs en el ovario, ya sea por sobre-expresion del gen de
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biosintesis GA200x1 o por aplicacion exdgena de GAs, produce un aumento significativo en la
capacidad partenocarpica de los ovarios (Serrani et al, 2007a; Garcia-Hurtado et al, 2012). En
las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox, cuando se impide de forma mecanica la fertilizacion de
la flor, los ovarios de las plantas transgénicas crecen hasta 30 veces mas que los ovarios de las
plantas silvestres. Ademas, un cierto nimero de ovarios transgénicos se desarrolla como frutos
partenocarpicos (Tablas RI1.12 y RI1.13). El transgén 35S::shRNA2ox produjo una reduccién
significativa en los niveles de mRNA de todos los genes SIGA20x en ovarios de varios estadios
en las plantas transgénicas (Figura RI1.5). También, se confirmd un aumento significativo en los
niveles de la GA activa GA, en los ovarios polinizados de las lineas transgénicas L1 y L5
(Tabla RII.14). Estos resultados apoyan la teoria de que el aumento de la capacidad
partenocarpica en las lineas transgénicas sea consecuencia de un incremento significativo de los
niveles de GAs activas, ocasionado a su vez por el silenciamiento de los genes SIGA20x.
También se analiz6 el desarrollo temporal de ovarios polinizados y no polinizados para estudiar
en qué momento del desarrollo podian detectarse diferencias entre plantas transgénicas y
silvestres, observandose que antes del dia de antesis no existian diferencias significativas en el
desarrollo (Figura RI1.14). Luego de la antesis, los ovarios polinizados de las plantas
transgénicas se hacen significativamente mas grandes que los de las plantas silvestres, pero 20
dias despues de la antesis las diferencias de desarrollo desaparecen (Figura RII.14A). Las
diferencias observadas en el desarrollo temprano del ovario entre plantas transgénicas y
silvestres se pueden relacionar con el incremento detectado en los niveles de GAs 10 dias
después de la polinizacion (Tabla RI1.14). Estas diferencias posiblemente desaparecen en
etapas posteriores, debido a que la sintesis de GAs que se produce en los évulos fertilizados
podria ocultar el pequefio efecto causado por el silenciamiento de los genes SIGA20x. En las
plantas silvestres, los ovarios no polinizados mantienen un crecimiento muy reducido (Figura
RI11.14B), mientras que los ovarios transgénicos aumentan progresivamente su tamafio de forma
significativa, llegando a ser 30 veces mas grandes que los silvestres 20 dias después de la
antesis, presumiblemente como consecuencia del mayor contenido de GA,.

Cuando analizamos la expresion de los genes de la familia SIGA20x durante el desarrollo de los
ovarios observamos que dos de los genes de la familia (SIGA20x1 y SIGA20x2) presentan un
patron diferente en ovarios polinizados y no polinizados (Figura R1.2 B,C). Estos genes se
inducen en ovarios no fertilizados y por el contrario se reprimen en ovarios polinizados, lo cual
los convierte en candidatos potenciales para actuar como reguladores negativos del crecimiento
del ovario. EI aumento de los niveles de GAs y de la capacidad partenocépica, observados en los
ovarios transgénicos podria estar, al menos en parte, mediado por el silenciamiento de estos dos
genes.

Las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox también producen un mayor numero de frutos sin

semillas que las plantas silvestres a partir de flores autopolinizadas (Tabla RI1.10). Esto sugiere
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que un namero de flores en las que (por diversas circunstancias) el cuajado fallaria y no darian
frutos en el silvestre si dan lugar a frutos en las plantas transgénicas debido a su mayor
capacidad partenocarpica. Todos estos resultados sugieren, como conclusion, que los enzimas

GAZ20x en tomate son importantes reguladores de los niveles de GAs en los primeros estadios
del desarrollo del ovario.
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CONCLUSIONES 11

1.

La construccion 35S::shRNA2ox silencia los cinco genes SIGA20x en tejidos

vegetativos y reproductivos aungue con diferente eficiencia.

La eficiencia de silenciamiento esta relacionada con la abundancia de los transcritos

diana resultando silenciados los méas abundantes en cada tejido.

El silenciamiento de los genes SIGA2o0x produjo un incremento significativo en los
niveles de la GA activa GA, en ovarios y yemas axilares de las plantas transgénicas

pero no en tallos ni en la porcién apical.

En las plantas transgénicas el incremento de los niveles de GAs en los ovarios se asocia
con un mayor crecimiento de los ovarios y cierto grado de desarrollo partenocarpico (5-
37%).

Las GAs tienen un efecto inhibitorio sobre la ramificacién de tomate ya que las plantas
transgénicas con incrementos en los niveles de GAs presentan menos ramificacion y

este fenotipo es revertido inhibiendo su biosintesis.

Las GA 2-oxidasas son importantes en el control de la ramificacion mediado por GAs
ya que su silenciamiento produce un incremento de la GA activa GA4 en yemas axilares

e inhibe la aparicién de ramas laterales en las plantas transgénicas.

El efecto inhibitorio de las GAs sobre la ramificacion no depende del déficit de BR en

el cultivar Micro-Tom.
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CAPITULO III: SILENCIAMIENTO DE GEN SIGA20x1 EN
PLANTAS DE TOMATE
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RESULTADOS II1

1. Obtencion del transgén 35S::amiRNAZ2ox1

El gen SIGA20x1 junto con el gen SIGA20x2 tienen su expresion inducida en ovarios
emasculados y reprimida en ovarios polinizados (Figura R1.2B, C) lo que sugiere un papel en la
regulacion de las GAs que controlan el crecimiento del ovario. Ademas, SIGA20x1 se expresa
mayoritariamente en tejidos reproductivos y mucho menos en tejidos vegetativos (Figura RI.1).
Con el objetivo de estudiar el posible papel del gen SIGA20x1 en el desarrollo del tomate
recurrimos nuevamente al silenciamiento génico. En este caso escogimos una construccion tipo
microRNA artificial (amiRNA). Para la obtencion de la construccion amiRNA20x1, se siguio el
protocolo recomendado por Schwab et al, 2005, tal como se explica en el capitulo de Materiales
y Métodos, apartado 3.2, Figura M.2 Para la seleccion del fragmento amiRNA20x1 usamos la
plataforma gratuita de disefio de amiRNAs WMD (Web-based amiRNA designer), la cual
funciona para mas de 100 especies vegetales. Para cada gen que se desee silenciar, WMD
genera un listado de posibles amiRNA y los ordena de los mas a los menos idéneos de acuerdo
a los parametros establecidos por defecto (Schwab et al, 2006; Ossowski et al, 2008). En
nuestro caso seleccionamos una secuencia de amiRNA ubicada en la region codificante del gen
SIGA20x1, antes del coddn de parada tal como se aprecia en la figura RI11.1, con un alto grado
de similitud a la secuencia del gen diana y que se encontraba entre los candidatos sefialados
como iddneos por el programa WMD. Ademas, se seleccion6 esta secuencia por encontrarse en
una region donde el gen SIGA20x1 no presenta una alta similitud de secuencias con los otros
genes SIGA20x

La secuencia seleccionada fue:

5’- TGAGTTGATATTTATAGGCCA-3’

--amiRNA2ox1
q SIGA20x1 3’ UTR_ -AAAAAA
ATG Codén de
parada

Figura RI11.1. Representacion esquematica de la ubicacién del amiRNA2ox1 en la secuencia del gen SIGA20x1.

Una vez obtenido el fragmento amiRNA20x1 de 682pb aproximadamente se clono en el vector
PpGEM-T Easy. Se seleccionaron los clones positivos usando PCR, se purifico el DNA
plasmidico y se envid a secuenciar. Al hacer el analisis de las secuencias se pudo constatar que
el cassette del amiRNA20x1 habia quedado conformado correctamente y que no existian errores
en las secuencias. Se tomd el fragmento amiRNA20x1 y se clond primero en el vector pPDNOR
221 y finalmente se clond el fragmento amiRNA20x1 en el vector pK2GW?7, bajo el control del
promotor 35S, por recombinacion LR tal como se describe en el Capitulo Materiales y Métodos.

Con esta construccion final se transformé A.tumefaciens LBA 4404 y se verifico por PCR. Una
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vez se obtuvo un clon de A.tumefaciens que portara la construccién 35S::amiRNA20x1 se

procedio a transformar tomate de forma estable.

2. Obtencion de plantas de tomate transgénicas 35S::amiRNA20x1

Para estudiar los posibles efectos del silenciamiento del gen SIGA20x1 en tomate
transformamos genéticamente de forma estable plantas de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom
con la construccién 35S::amiRNA20x1. Los experimentos de transformacion genética se
llevaron a cabo, al igual que con el transgén 35S::shRNA2x, mediante cocultivo de explantes de
hojas con la cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens y el método de transformacion
descrito por Ellul et al, 2003 tal como se detalla en el capitulo de Materiales y Métodos.

Luego de 3 semanas de la inoculacion con la cepa de A. tumefaciens portadora de la
construccion 35S::amiRNA2ox1 comenzaron a formarse callos resistentes a la kanamicina en la
zona de corte de los explantes. Posteriormente, cada 3-4 semanas aproximadamente se
subcultivaron los callos en medio organogénico. En cada subcultivo se eliminaron las zonas
necroticas del callo para facilitar el desarrollo de las estructuras organogénicas y brotes
adventicios que fueron apareciendo a lo largo del proceso de transformacion. Al cabo de 12-13
semanas se individualizaron los brotes y se cultivaron en medio de enraizamiento con el
antibiético kanamicina (100 mg/L) para permitir la adecuada elongacion del tallo y el desarrollo
del sistema radicular. Cuando las plantas alcanzaron un desarrollo adecuado se llevaron a

condiciones de invernadero para su aclimatacion y posterior analisis.

2.1 Eficacia de transformacion
La eficacia de transformacion, estimada por el nimero de plantas independientes obtenidas

respecto al total de explantes inoculados fue del 2,2%, tal como se muestra en la tabla RII1.1

Tabla RII1.1. Tasa efectiva de transformacion y total de plantas independientes obtenidas in vitro.

N° EXPLANTES TOTAL PLANTAS TASA EFECTIVA
INOCULADOS | INDEPENDIENTES DIPLOIDES | TRANSFORMACION (%)
274 6 2,2

El nimero de transformantes obtenidos al final del experimento result6 bajo debido a una baja

tasa de regeneracién de los explantes, entre otras causas.

2.2 Amplificacion fragmento amiRNA20x1 en plantas transgénicas TG1

Para detectar la presencia del transgén 35S::amiRNA20x1 en plantas, usamos la técnica de PCR
con los oligos attBlamiRNA20x1 y attB2 amiRNA20x1 de acuerdo a las condiciones descritas
en el capitulo de Materiales y Métodos apartado 4.3. Como controles empleamos el plasmido

pK2GW?7 con el fragmento amiRNA2ox1 insertado (control positivo) y el DNA de plantas
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silvestres (control negativo), ademas del control negativo de reaccion. Observamos que tanto en
el DNA de las plantas transgénicas analizadas como en el control positivo se producia
amplificacion del fragmento amiRNA20x1 de aproximadamente 500pb y en las plantas
silvestres no se producia amplificacion del fragmento, como se esperaba (Figura RI11.2). Este
resultado confirma que las plantas obtenidas en el proceso de transformacién son portadoras del
transgén 35S::amiRNA20x1.

o
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Figura RI11.2. Amplificacion del fragmento amiRNA20x1 a partir del DNA gendmico de plantas transgénicas
TG1 resistentes a kanamicina. Carril 1: Patron de Masas Moleculares GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
(Fermentas); Carril 2: Linea 3; Carril 3: Linea 6; Carril 4: Linea 11; Carril 5: Linea 12; Carril 6: Linea 13;
Carril 7: Linea 17; Carril 8: Planta silvestre sin transformar; Carril 9: Control positivo de reaccion
(plasmido pK2GW?7 + fragmento amiRNA2o0x1); Carril 10: Control negativo de reaccion.

2.3 Segregacion del gen nptll en la TG1

De las 6 lineas TG1 llevadas a condiciones de invernadero y portadoras de la construccion
35S::amiRNA20x1, solamente 5 cumplian la proporcion 3:1 de Resistentes:Sensibles
(correspondiente a una sola insercion en un locus): L3, L11, L12, L13y L17 y una de ellas (L6)
cumplia una proporcién de 1:1 (Tabla RIII.2). Se desech¢ la linea L6 y se utilizaron las lineas
restantes para seleccionar plantas homocigotas. Para los experimentos posteriores de

caracterizacion fisioldgica se seleccionaron las lineas L11, L12 y L13.

Tabla RIN1.2. Segregacion gen nptll en TG1.

0 . X’ P

LINEA | RESISTENTES | SENSIBLES | TOTAL | PROPORCION | A cULADO
3 34 14 48 31 0,444 0.5
6 29 23 52 11 0,692 0.45
11 41 9 50 31 1,307 0.25
12 26 9 35 31 0,010 0.9
13 20 7 27 31 0,012 0.9
17 33 9 42 31 0,286 0.6
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3. Evaluacion de silenciamiento de gen SIGAZo0x1 en plantas
transgénicas 35S::amiRNA2ox1

El transgén 35S::amiRNA20x1 tiene como objetivo reducir la expresion del gen SIGA20x1 en la
planta, induciendo el silenciamiento génico. Para evaluar la eficacia de la construccion
35S::amiRNA2o0x1 analizamos el silenciamiento del gen SIGA20x1 en tejidos vegetativos y
reproductivos. Como tejidos vegetativos seleccionamos plantulas enteras de 11 dias y la quinta
hoja de plantas adultas de 45 dias. Como tejidos reproductivos usamos flores en antesis y
ovarios polinizados de 10 y 20 dias de edad. En los tejidos vegetativos seleccionados solo
observamos una reduccion significativa de la expresion del gen SIGA20x1 en plantulas y hojas
de la linea L13 (Figura RIII.3A, B). En los tejidos reproductivos detectamos silenciamiento
significativo del gen SIGA20x1 en las flores en antesis y en los ovarios polinizados de 10 dias
pero en los ovarios polinizados de 20 dias no observamos silenciamiento en ninguna de las
lineas transgenicas analizadas (Figura RI11.3A, B). En los casos donde se detecto silenciamiento
del gen SIGA20x1, la expresion se redujo entre el 38 y el 72% (Tabla RI11.3). Los valores de

expresion aparecen resumidos en el apartado de Anexos en la Tabla S3

Tabla RI11.3. Resumen andlisis del silenciamiento del gen SIGA20x1 en las lineas transgénicas L11, L12y L13.
Los porcentajes expresados se refieren al porcentaje de silenciamiento del gen en ese tejido.
NS: No silenciado.

LINEAS

TEJIDOS| L11 | L12 | L13

Plantulas | NS | NS |57,6%
Hojas NS NS | 72%
do 54% |67,7% | 68,9%
p+10 | 68,6% |61,3% | 38,3%
p+20 NS | NS | NS
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Figura RI11.3. Expresion relativa del gen SIGA20x1 en plantas transgénicas 35S::amiRNA2ox1

Plantulas: Plantulas de 11 dias; Hojas: Quinta hoja de plantas adultas de 45 dias; DO: Flores en antesis (D0);
P+10: Ovarios polinizados de 10 dias; P+20: Ovarios polinizados de 20 dias. Los valores de expresién son
relativos al valor de expresion en las plantas silvestres (1.0) y son el resultado de la media de tres réplicas
bioldgicas + STD

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)
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4. Evaluacion de caracteristicas fenotipicas en plantas transgénicas

35S::amiRNA2ox1

El transgén 35S::amiRNA20x1 reduce significativamente la expresion del gen SIGA20x1 en
ovarios de tomate y tiene poco efecto en los tejidos vegetativos ya que solo se silencia
significativamente en plantulas y hojas de la linea L13. Al igual que con las plantas transgénicas
35S::shRNA20x se evaluaron varios caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo de las

plantas transgénicas 35S::amiRNA20x1 obtenidas.

4.1 Desarrollo vegetativo

4.1.1 Longitud de hipocotilo y raiz en plantulas

Al igual que sucede con la germinacion, las GAs regulan la longitud del hipocotilo y de las
raices en las plantulas (Collett et al, 2000; Garcia-Hurtado et al, 2012). Al medir la longitud de
los hipocotilos en las lineas transgénicas no observamos diferencias significativas con el
silvestre en las lineas L12 y L13 (Tabla RI11.4). Los hipocotilos de las plantulas de la linea L11
resultaron significativamente més largos que los del silvestre. En la longitud de las raices no
observamos diferencias significativas en las lineas L11 y L12, pero las raices de las plantulas de
la linea L13 resultaron mas cortas que las de las plantas silvestres. Estos resultados son los
esperados del escaso silenciamiento en estos tejidos (Figura RI11.3).

Tabla RIN1.4. Longitud hipocotilos y raices de plantulas de 11 dias.

Los datos aparecen representados como Mediat+ SE; WT (N=32); L11 (N=36); L12 (N=35); L13 (N=36)
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Linea | Longitud de hipocotilo (cm) | Longitud de raiz (cm)
WT 1,62+0,03 4,84+0,24
L11 1,74+0,04* 4,76x£0,17
L12 1,72+0,02 4,38+0,13
L13 1,62+0,03 3,84+0,12*

4.1.2 Morfologia plantas adultas

Las GAs promueven la elongacion de los entrenudos del tallo. Un efecto fenotipico asociado
conuna mayor cantidad de GAs activas en la planta es un alargamiento de los entrenudos del
tallo, resultando en plantas mas altas con tallos mas finos. En las lineas transgénicas estudiamos,
en dos experimentos independientes, caracteres del desarrollo vegetativo como la altura de la
planta, el grosor del tallo y longitud del entrenudo asi como el tamafio y nimero de foliolos de
la quinta hoja. En el primer experimento (experimento 1) no encontramos diferencias
significativas en la altura total de las plantas pero si en el nimero de hojas que aparecen antes de
la primera inflorescencia en las lineas L12 y L13 (Tabla RIIl.5). También encontramos
diferencias en el area de la quinta hoja, en todas las lineas transgénicas ésta resultd ser

significativamente menor que en las plantas silvestres. En todas las lineas transgénicas tanto la
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longitud como el ancho de la quinta hoja fue menor que en las plantas silvestres. En el segundo
experimento (experimento 2), las lineas L12 y L13 resultaron ser significativamente mas altas
que las plantas silvestres y al igual que en el primer experimento aparecié un namero de hojas
significativamente mayor antes de la primera inflorescencia. No se observaron diferencias
significativas en el diametro del tallo de las lineas transgénicas. En la longitud de entrenudo
tampoco observamos diferencias significativas en las lineas L12 y L13, pero el entrenudo las
plantas de la linea L11 resultd ser significativamente méas corto que los de las plantas silvestres.
A diferencia del primer experimento no se observaron diferencias en el tamafio de la quinta
hoja, aunque en este experimento la quinta hoja de las plantas transgénicas poseian un mayor

namero de foliolos que las plantas silvestres.

Tabla RINN5. Caracteristicas fenotipicas del desarrollo vegetativo de las lineas transgénicas L11, L12, L13y
silvestre. Los datos aparecen representados como Media £ SE. En ambos experimentos el didmetro del tallo y
la longitud del entrenudo se midieron en el quinto entrenudo. El &rea de hoja y el nimero de foliolos
corresponden a la quinta hoja en los dos experimentos.

Experimento 1
Parametro WT L11 L12 L13
Altura hasta primera 11,85+0,67 | 10,85+0,42 | 13,70+0,40 | 13,90+058
inflorescencia (cm)
Numero de hojas hasta 6,60+0.27 6,04¢0,18 | 7,70+015% | 7,50+0,17*
primera inflorescencia
Diametro del tallo (cm) 0,59+0,01 0,59+0,02 0,59+0,01 0,62+0,01
Longitud de entrenudo (cm) 2,57+0,29 2,17+0,13 2,43+0,09 2,17+0,07
Area de hoja (cm?) 268,49+10,92 | 191,36+16,64* | 194,58+9,06* | 196,18+13,09*
Nuamero de foliolos 6,10+0,28 7,0+0,00 7,0+0,00 6,9+0,10
Experimento 2
Parametro WT L11 L12 L13
Altura hasta primera 11814034 | 11,78+055 | 14.2840,37* | 1535031
inflorescencia (cm)
Namero de hojas hasta 6,50+0,17 6,674¢0,31 | 7,90+0,18* | 7,60+0,16*
primera inflorescencia
Diametro del tallo (cm) 0,61+0,02 0,60£0,00 0,60+0,00 0,61+0,01
Longitud de entrenudo (cm) 2,90+0,27 2,48+0,14* 2,5610,15 2,90+0,15
Area de hoja (cm?) 226,84+18,90 | 212,08+6,96 | 207,17+15,42 | 211,83+6,83
Ndmero de foliolos 5,60+0,27 6,42+0,28* 6,90+0,10* 7,0+0,00*

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ambos experimentos, las diferencias encontradas
podrian ser atribuidas en su mayor parte a diferencias en las condiciones ambientales del

invernadero y no a la presencia del transgén.

4.1.3 Habito de crecimiento y patron de ramificacion
El cultivar Micro-Tom presenta un patrén de crecimiento determinado, con abundante

ramificacion en las etapas posteriores a la floracion. Teniendo en cuenta que en las lineas
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transgénicas 35S::shRNA2o0x se detectd inhibicion de la ramificacion, tambien estudiamos este
fenotipo en las plantas transgénicas 35S::amiRNA2ox1. En las lineas transgénicas
35S::amiRNA20x1, no se observé inhibicién en la aparicion de las ramas laterales (Figura
RII1.4).
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Figura RI11.4. Evolucion temporal de la aparicion de ramas en las lineas transgénicas L11, L12, L13
comparado con las plantas silvestres (cv Micro-Tom). Los datos aparecen representados como Media + SE del
porcentaje de axilas con ramas > 0.5 cm respecto al nimero total de axilas de la planta.

4.2 Desarrollo reproductivo

4.2.1 Floracion

Las GAs actlan regulando la transicién floral y la correcta formacion de los 6rganos florales. El
efecto sobre la transicién floral difiere entre especies, en algunas como Arabidopsis thaliana las
GAs provocan adelanto de la floracion en condiciones de dia largo (Blazquez et al, 1998) y en
otras especies como tomate (Garcia-Hurtado et al, 2012) y uva (Boss and Thomas, 2002)
retrasan la transicion floral. Como se observa en la Tabla RIII1.5, dos de las lineas transgénicas
(L12 y L13) presentaban un ligero aumento en el namero de hojas antes de la aparicion de la
primera inflorescencia. Sin embargo, en cuanto al tiempo de floracion (dias hasta la antesis) no
encontramos diferencias entre las plantas transgénicas y el silvestre (Tabla RI1I1.6). El nimero
de flores en las primeras inflorescencias fue significativamente menor en la linea L11

comparado con el silvestre pero no se encontraron diferencias con las otras dos lineas.
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Tabla RII1.6. Transicién floral y nGmero de flores en las lineas transgénicas L11, L12, L13 y silvestre. Los
datos se representan como Media + SE. Los dias hasta la antesis son el nimero de dias que transcurren desde
la puesta en invernadero como semilla hasta que la primera flor llega a la antesis.

Parametro WT L11 L12 L13
Numero de flores en las dos
) ) ) 15,3+0,33 10,5 +0,73* 14,9 + 0,55 14,2 + 0,66
primeras inflorescencias
Dias hasta la antesis 33,4+0,25 32,4+0,24 33,6 £0,15 33,2+0,17

4.2.2 Caracterizacion del fruto en las plantas transgénicas
35S::amiRNA2ox1

La formacion del fruto es un proceso muy importante y complejo en el desarrollo de las plantas
en el cual las GAs son claves (Serrani et al, 2007a). En las lineas transgénicas analizamos
algunas caracteristicas de los 8 primeros frutos como peso, nimero de semillas y l6culos.
También, analizamos los dias que transcurren desde la puesta en invernadero hasta la aparicion
de los frutos maduros asi como el total de frutos producidos por las plantas en un periodo de 40

dias aproximadamente. Los resultados se muestran en la Tabla RII1.7.

Tabla RINI1.7. Caracteristicas de los frutos de las lineas transgénicas L11, L12, L13y silvestre.

Los datos aparecen representados como Media £ SE. El numero total de frutos de la planta corresponde a
todos los frutos recogidos durante un periodo de 40 dias. El resto de los datos corresponden a los primeros 8
frutos maduros de cada planta. Los dias hasta la maduracion son los dias que transcurren desde la puesta en
invernadero hasta que el primer tomate de la planta alcanza la madurez

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Pardmetro WT L11 L12 L13
Dias hasta la maduracion 54,7£1,66 | 48,9+1,45* | 48,7£0,54* | 50,8+0,66
Numero total de frutos por planta 38,10+£3,93 | 28,9+2,02 | 32,3+3,61 | 30,78+3,67
Frutos partenocarpicos por planta (%) | 43,75+8,79 | 50,0+8,12 | 66,25+6,73 | 38,8+9,94
Numero de semillas por frutos 20,20+1,82 | 12,5+1,92* | 18,85+2,54 | 20,77+2,28
Peso de los frutos (g) 3,20+0,20 | 3,61+0,19 | 3,11+0,21 | 3,67%0,22
Numero de loculos por fruto. 3,06+0,06 | 3,23+0,07 | 2,90+0,06 | 3,00+0,06
°Brix 6,10+0,12 | 7,17+0,13* | 6,96+0,16* | 5,78+0,14

No detectamos diferencias significativas en el peso y nimero de léculos del fruto entre las
plantas transgénicas y el silvestre (Tabla RIII.7). Tampoco encontramos diferencias en el
namero de frutos partenocarpicos, aunque la linea L11 produce menos semillas por fruto que el
silvestre. En estos frutos también analizamos los °Brix y el jugo de los tomates producidos por
las lineas L11 y L12 resultaron tener significativamente un valor de °Brix mayor que los del

silvestre.
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En estas plantas transgénicas de las lineas L11 y L12 observamos cierto adelanto en la aparicion
de los frutos maduros pero no observamos diferencias en el nimero total de frutos producidos

por planta entre las plantas transgénicas y el silvestre.

4.2.4 Capacidad partenocarpica de las lineas transgénicas
35S::amiRNA2ox1

Para determinar si los ovarios de las plantas transgénicas pueden desarrollarse en ausencia de
polinizacion emasculamos las flores para evitar la autofecundacion y las dejamos sin polinizar.
Se escogieron las 4 primeras inflorescencias y se emascularon 3 flores por inflorescencia 2 dias
antes de la antesis y 22 dias después se colectaron y pesaron los ovarios. Esto se realiz6 en tres
experimentos independientes, para tener en cuenta la variabilidad ambiental, cuyos resultados se
muestran en la Tabla RIII.8.

En dos de los experimentos una pequefia cantidad de ovarios de las plantas silvestres presentd
cierto grado de desarrollo, sobrepasando los 0,1g de peso pero en ningln caso sobrepasaron los
0,229 de peso promedio (Tabla RIII.8). En cambio, los resultados de las lineas transgénicas
resultaron variables entre los experimentos. En el primer experimento, en todas las lineas
transgénicas se desarrollaron entre un 20 y un 30% de los ovarios emasculados y éstos
resultaron significativamente mayores que los ovarios emasculados de las plantas silvestres. Sin
embargo en el segundo y tercer experimento, s6lo la linea L11 mostraba diferencias

significativas con el silvestre en el desarrollo partenocapico de los ovarios.

Tabla RI11.8. Capacidad partenocarpica de lineas transgénicas 11, 12, 13 y silvestre.

Se consideraron como ovarios partenocarpicos aquellos que resultaron iguales o mayores que 0.1g. Los datos
entre paréntesis son: nimero de frutos partenocarpicos/nimero total de ovarios emasculados. Los datos
correspondientes a los pesos estan expresados como Media + SE.

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

. . Peso ovarios Peso frutos
Lineas | Cuajado (%) emasculados (g) | partenocarpicos (g)
Experimento | | WT | 5,5(8/146) 0,016 + 0,004 0,22 +£0,03
L11 28 (19/67) 0,25 + 0,06* 0,85+0,11*
L12 20 (15/76) 0,08 £ 0,02 0,39 £ 0,06
L13 30 (19/63) 0,10 £ 0,02 0,31 +0,05
Experimento Il | WT 2,4 (2/82) 0,011 + 0,003 0,14 £ 0,004
L11 30 (22/74) 0,109 + 0,03* 0,33 +0,03
L12 2 (1/58) 0,011 + 0,005 0,27 £0,0
L13 8 (6/74) 0,027 + 0,01 0,27 £ 0,02
Experimento 111 | WT 0 (0/232) 0,003 + 0,0003 -
L11 5 (8/151) 0,049 +0,02* 0,87 +0,20
L12 | 0,70 (1/143) | 0,004 + 0,001 0,18 +0,0
L13 0 (0/147) 0,003 £ 0,0003 -
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5. Cuantificacion de niveles de giberelinas en plantas transgénicas
35S::amiRNA2ox1

El transgén 35S::amiRNA20x1 induce el silenciamiento del gen SIGA20x1 en algunos tejidos de
la planta. Para evaluar el impacto de la reduccién en los niveles del transcrito SIGA20x1 en la
ruta de sintesis de GAs cuantificamos algunas GAs en ovarios de 10 dias polinizados
manualmente. No se observaron diferencias entre las lineas transgénicas y el silvestre en los
niveles de GAs activas (Tabla R111.9), sugiriendo que solamente el silenciamiento de uno de los
genes de la familia pudiera no ser suficiente para producir un aumento significativo en los
niveles de hormona en la planta. Las diferencias encontradas en algunas GAs inactivas o en sus
precursores podrian deberse a la autorregulacion de las rutas de sintesis inducida para mantener
la homeostasis de GAs.

Tabla RII1.9. Concentracién de GAs (ng x g FW™) en ovarios polinizados de 10 dias en plantas silvestres y
lineas transgénicas L11, L12 y L13. Los resultados se expresan como Media de réplicas bioldgicas + SE.
*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Ruta 13-hidroxilaciéon

WT L11 L12 L13
GAs; 0,78+0,07 | 1,15+0,09 0,97 £0,12 0,75 +0,12
GAu 0,40+0,09 | 0,75+0,16 0,58 +0,02 0,52 £0,02
GA, 8,80+0,95 | 21,66 +2,24* | 17,08 +1,61* | 16,45+ 1,79*
GA, 567+099 | 8,33+1,44 6,50 + 0,45 5,78 £ 0,83
GA; 2,18+0,18 | 3,26 +0,59 2,93+0,14 2,61 +0,26
GAg 7,10+0,95| 11,80+1,94 | 9,07+1,14 8,95+ 1,50
GAy 423+0,19 | 7,25+0,44* | 5,00+0,83 5,07 £ 0,58
Ruta NO 13-hidroxilacion
GA;5 2,23+0,12 | 5,00+0,80 3,78 +0,67 3,86 + 0,69
GA,, 0,38+0,04 | 0,65+0,08 0,51 +0,07 0,50 +£0,12
GA, 163+0,23 | 1,34+0,22 1,17+0,09 | 0,74 £0,10*
GA, 425+061| 477+1,41 4,35+0,39 3,16 £ 0,31
GA;; 0,13+0,01 | 0,15+0,005 | 0,12 +0,02 0,10 £ 0,01
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DISCUSION II1.

1. Silenciamiento del gen SIGAZ20x1 en plantas transgénicas
35S::amiRNA2ox1

El patron de expresion de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2 (Figura R1.2B,C) sugiere un posible
papel de estos genes como reguladores negativos del crecimiento de ovarios no polinizados y de
los dos genes, el gen SIGA20x1 parecia estar mas implicado en el desarrollo reproductivo ya que
se expresa mucho menos en tejidos vegetativos (Figura RI.1). Para tratar de identificar la
funcion de uno de los genes de la familia, escogimos el gen SIGA20x1 empleando también el
silenciamiento génico post-transcripcional mediante una construccion tipo micro-RNA artificial
(amiRNA). Este tipo de construcciones, al igual que los sShRNA, se han usado ampliamente para
inducir silenciamiento en tomate (Alvarez et al, 2006) y otras especies vegetales tales como
Arabidopsis thaliana (Trigueros et al, 2009; Eamens et al, 2011; Gomez et al, 2011; Rueda-
Romero et al, 2012), arroz (Warthmann et al, 2008; Butardo et al, 2011), berenjena (Toppino et
al, 2011), tabaco (Alvarez et al, 2006) y alamo (Shi et al, 2010). La construccion
35S::amiRNA20x1 resultd eficiente en el silenciamiento del gen SIGA20x1 aunque al igual a lo
observado en las plantas transgénicas 35S::shRNA20x, el silenciamiento resulté mas eficiente en
los tejidos reproductivos que en los vegetativos (Figura RIIL3, Tabla RIIL.3). De nuevo
comprobamos que existe relacion entre la abundancia del mensajero diana y el silenciamiento,
tal como se ilustra en la Figura DIII.1, donde se representan las abundancias relativas y se
resaltan los tejidos donde se da silenciamiento. Esto no se cumple en ovarios polinizados de 20
dias probablemente porque, en ocasiones, las diferencias entre tejidos puedan ser mas
importantes que las diferencias entre las abundancias de la diana, como ya se vio en el capitulo
anterior (Figura DII.1)

Cuando comparamos los valores de silenciamento del gen SIGA20x1, alcanzados con ambas
construcciones en un mismo tejido (ovarios polinizados de 10 dias), observamos que la
reduccion alcanzada por la construccion 35S::amiRNA20x1 (38-69%; Tabla RIII.3) no era
significativamente diferente de la alcanzada con la construccion 35S::shRNA2ox (49-84%;Tabla

RI11.4) . Esto indica que ambos metodos de silenciamiento han sido igualmente eficientes.
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Figura DI111.1. Abundancia relativa de gen SIGA20x1 en los tejidos de plantas de tomate silvestres usados para
determinar el silenciamiento en las plantas transgénicas 35S::amiRNA2o0x1. Los tejidos analizados son:
Plantulas: plantulas de 11 dias; Hojas: Quinta hoja de plantas adultas jovenes de 45 dias de edad, dO: flores en
antesis, P+10: ovarios polinizados de 10; P+20: ovarios polinizados de 20 dias. Los valores de expresién estan
referidos al valor de expresion del gen SIGA20x1 en plantulas (1.0) y son el resultado de la media de tres
réplicas bioldgicas + STD.

***: indica que el gen se ha silenciado en tres lineas; **: indica que el gen se ha silenciado en dos lineas; *:
indica que el gen solo se ha silenciado en una linea.

2. Efectos del silenciamiento del gen SIGA20x1 en los contenidos de GAs
y en el desarrollo de las plantas transgénicas 35S::amiRNAZ2ox1

Con el objetivo de determinar si el silenciamiento de un Gnico gen de la familia SIGA20x era
suficiente para producir cambios en el metabolismo de GAs, se cuantificaron sus niveles en
ovarios polinizados de 10 dias de las lineas transgénicas 35S::amiRNA20x1. Aunque las
muestras de ovarios polinizados presentaban una reduccion significativa de la expresion del gen
SIGA20x1 en todas las lineas analizadas (Figura RI111.3) no se observaron diferencias en los
contenidos de GAs activas (Tabla RII1.9) en relacion al silvestre, a diferencia de lo observado
en las plantas transgénicas 35S::shRNA2ox donde se apreciaba un aumento significativo de los
niveles de GA, en ovarios (Tabla RI1.14). Esto indica que la inactivacion de un solo gen no

resulta suficiente para producir un incremento en los niveles de GAs activas.

Los fenotipos observados en el desarrollo reproductivo de las plantas transgénicas
35S::amiRNA2o0x1 resultaron variables y poco reproducibles puesto que no se observaron
fenotipos que se repitieran en todas las lineas ni en todos los experimentos. Solamente una de
las lineas transgénicas 35S::amiRNA20x1 mostré cierta capacidad partenocarpica en tres
experimentos independientes (Tabla RI11.8). Esto, junto con la ausencia de cambios detectables

en los niveles de GAs en los frutos, nos permite concluir que el silenciamiento de este Unico
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gen, probablemente debido a la redundancia génica, produce efectos tan pequefios que no da
lugar a un fenotipo reproducible. En resumen, el anlisis fenotipico del desarrollo reproductivo
de las plantas transgénicas 35S::amiRNA2ox1 sugiere que ademas de redundancia en la

expresion también existe redundancia funcional entre los genes SIGA20x.

El silenciamiento del gen SIGA20x1 en tejidos vegetativos de plantas 35S::amiRNA2ox1 fue
poco eficiente ya que solo era detectado en una de las tres lineas transgénicas (Figura RI11.3). El
desarrollo vegetativo de dichas plantas no presentaba diferencias reproducibles con el silvestre,
incluyendo el retraso en la aparicion de las ramas laterales (Figura RI111.4) que si ocurria en las
plantas de silenciamiento multiple 35S::shRNA20x. Estos resultados sugieren que, o bien este
gen no tiene ningn papel en la regulacion de las GAs que controlan la ramificacién, o bien que

este papel no es detectado debido a la redundancia génica.
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CONCLUSIONES I11
1. El transgén 35S::amiRNA20x1 ha sido eficiente en silenciar el gen SIGA20x1 en varios
tejidos aunque la eficiencia de silenciamiento no resulté superior a la inducida por el
transgén 35S::shRNA20x.

2. La eficiencia de silenciamiento de la construccion 35S::amiRNA2ox1 también esta
relacionada con la abundancia del transcrito diana siendo mas silenciado el gen

SIGA20x1 en aquellos tejidos donde es mas abundante.

3. El silenciamiento del gen SIGA20x1 no produjo cambios significativos en los niveles de

GAs de las plantas transgénicas ni efectos fenotipicos significativos.
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CONCLUSIONES FINALES

1.

Los genes SIGA20x se expresan de forma redundante a lo largo del desarrollo

vegetativo y reproductivo de tomate con diferentes abundancias relativas.

La expresion de los genes SIGA20x en plantulas no esta regulada por variaciones en los

niveles enddgenos de GAs activas.

El patron de expresion de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2 en ovarios sugiere que
podrian tener un papel como reguladores negativos de su crecimiento probablemente

reduciendo los niveles de GAs activas en ovarios no fertilizados.

Las construcciones 35S::shRNA2ox y 35S::amiRNA2o0x1 lograron reducir los niveles
de expresion de los genes diana en varios tejidos de la planta resultando mas eficientes

cuanto mas abundantes son los mensajeros.

El silenciamiento del gen SIGA20x1 no produjo cambios significativos en los niveles de
GAs activas y sus efectos sobre el fenotipo de plantas transgénicas fueron débiles y

poco reproducibles probablemente debido a la redundancia génica.

Los enzimas GA 2-oxidasas son importantes en la regulacion de los niveles de GAs en
el ovario. El silenciamiento de los 5 genes SIGA20x en las plantas transgénicas produce
incrementos significativos en los niveles de la GA activa GA, y esto se asocia con un
mayor crecimiento de los ovarios y un cierto grado de desarrollo partenocérpico (5-
37%).

Las GAs tienen un efecto inhibitorio sobre la ramificacion de tomate. Este efecto parece
estar mediado por los enzimas GA 2-oxidasas, puesto que su silenciamiento induce el
aumento de la GA activa GA, en yemas axilares e inhiben la aparicion de ramas

laterales en las plantas transgénicas.
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APLICACION BIOTECNOLOGICA

En el presente trabajo se han obtenido lineas de tomate transgénicas en las que, al silenciar
genes que codifican enzimas de catabolismo de GAs, se produce un incremento en la capacidad
partenocarpica sin otros efectos fenotipicos no deseados. La obtencion de frutos partenocarpicos
manipulando el metabolismo o las respuestas a GAs se ha conseguido anteriormente por otras
estrategias como la sobre-expresién de un gen de biosintesis (GA200x) y mutacién o
silenciamiento del represor de respuestas a GAs DELLA. Sin embargo estas estrategias no
resultan tan ventajosas ya que conllevan un fenotipo muy pleiotrépico donde todas las
respuestas a GAs estan activadas (mayor altura y retraso del tiempo de floracion entre otras). La
produccion de frutos sin semillas en tomate es de gran interés en la industria puesto que facilita
la elaboracion de productos procesados de tomate como salsas y zumos. La capacidad
partenocarpica de tomate también resulta muy Gtil para los agricultores puesto que permite
obtener frutos ain en condiciones climatoldgicas adversas como por ejemplo bajas

temperaturas, donde no se completan exitosamente los procesos de polinizacion y fertilizacion
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ANEXOS

Tabla S1. Valores de expresion relativa de genes SIGA20x en tejidos vegetativos de plantas
silvestres y lineas transgénicas 35S::shRNA2ox. Todos los valores de expresion estan
referidos al valor de expresion promedio de cada gen en las plantas silvestres (WT) y son
el resultado de la media de tres réplicas biologicas + STD.
* significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Tejidos vegetativos

Raiz Hipocotilo
Genes WT L1 L5 Genes WT L1 L5
GA20x1 - - - GA20ox1 | 1,00£0,09| 2,07 £1,09 | 3,12 +0,76*
GA20x2 | 1,00£0,37| 0,52+£0,15 | 2,52 + 1,54 GA20x2 | 1,00+£0,47| 1,84 +1,48 | 0,54 +0,09
GA20x3 | 1,00 £0,38| 0,15+ 0,01* | 0,42 £ 0,08* | | 5a20x3 | 1,00 £0,14 0,11 + 0,08* | 0,18 + 0,06*
GA20x4 | 1,00 £0,46 0,32 +0,05*%| 1,35+0,82 GA20x4 | 1,00£0,40| 0,59 £0,08 | 1,50+ 1,35
GA20x5 | 1,00 £0,520,31 £0,09% | 1,82+0,87 GA20x5 | 1,00£0,2110,31£0,14* | 0,88 +0,38

Tallo Hojas d90
Genes WT L1 L5 Genes WT L1 L5
GA20ox1 | 1,00£1,00| 0,17 £ 0,05 - GA20ox1 | 1,00 £0,09 2,38 +0,30* | 0,92+0,41
GA20x2 | 1,00 £0,54 | 0,55 + 0,37 - GA20x2 | 1,00£0,52| 0,54 +0,06 | 0,41+0,12
GA20x3 | 1,00 £0,25/0,19 £ 0,17* - GA20x3 | 1,00 £0,94| 0,04 £0,04 | 0,05+0,02
GA20ox4 | 1,00£1,20| 0,06 £ 0,06 - GA2ox4 | 1,00£0,21| 0,54 £0,10 | 0,90 + 0,42
GA20x5 | 1,00 £0,51 0,08 + 0,05* - GA20x5 | 1,00£0,22| 0,43+0,17 | 1,34+1,26

Porcién apical Hojas d35

Genes WT L1 L5 Genes WT L1 L5
GA20ox1 | 1,00£0,16| 0,93 £0,57 - GA20x1 - - -
GA2ox2 | 1,00£0,32| 0,80 £0,52 - GA20x2 | 1,00 £0,66| 0,23+0,03 | 0,69+0,23
GA20x3 | 1,00£0,34| 0,44 0,15 - GA20x3 | 1,00£0,89| 0,05+0,02 | 0,44 +0,54
GA20ox4 | 1,00£0,55| 0,55 +0,15 - GA20x4 | 1,00£0,53| 0,48 £0,08 | 0,77 +0,35
GA20x5 | 1,00 £0,58 | 0,50 £0,11 - GA20x5 | 1.00£0,44| 0,79+0,12 | 0,34 +0,15

159




Tabla S2. Valores de expresidn relativa de genes SIGA20x en tejidos reproductivos de
plantas silvestres y lineas transgénicas 35S::shRNA2ox. Todos los valores de expresion
estan referidos al valor de expresion promedio de cada gen en las plantas silvestres (WT) y
son el resultado de la media de tres réplicas bioldgicas + STD.

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

Tejidos reproductivos
DO

Genes WT L1 L5 L81
GA20x1 1,00+£0,13 | 053+0,22 | 098+0,65 | 0,75+0,23
GA20x2 1,00+£062 | 058+0,24 | 043+0,23 | 1,16 +0,99
GA20x3 1,00+£0,39 | 0,77+0,24 | 046+0,22 | 0,79+0,13
GA20x4 1,00+£0,19 | 0,14 +£0,10* | 0,23+0,11* | 0,48 0,50
GA20x5 1,00+£056 | 025+0,19 | 064+0,39 | 1,41+143

P+5
Genes WT L1 L5 L81
GA20x1 1,00+£051 | 052+0,09 | 069+0,18 | 1,09+0,21
GA20x2 1,00+£0,29 | 1,13+0,38 | 1,02+0,20 | 0,77 0,12
GA20x3 1,00+0,06 | 0,10 +0,06* | 0,20+ 0,02* | 0,55+0,40
GA20x4 1,00+0,20 | 0,39 £0,15* | 0,43 +0,23* | 0,28 + 0,08*
GA20x5 1,00+£0,27 | 1,00+0,20 | 090+0,48 | 0,56 0,03

P+10
Genes WT L1 L5 L81
GA20x1 1,00+0,15 | 0,27 +0,08* | 0,16 + 0,03* -
GA20x2 1,00+0,18 | 1,21+0,35 | 0,27 +0,05* -
GA20x3 1,00+0,55 | 0,05+0,03* | 0,18 + 0,05* -
GA20x4 1,00+0,10 | 0,05+0,02* | 0,02 +0,01* -
GA20x5 1,00+0,14 | 0,11 £0,03* | 0,04 +0,02* -

E+5
Genes WT L1 L5 L81
GA20x1 1,00+0,20 | 0,17 £0,08* | 0,36 +0,19* | 0,50 + 0,13*
GA20x2 1,00+0,02 | 0,09 +0,05* | 0,10 +0,06* | 0,34 £ 0,22*
GA20x3 1,00+£0,11 | 0,12+0,07* | 4,27 +1,09* | 0,16 £ 0,14*
GA20x4 1,00+0,49 | 0,31+0,003* | 0,21 +0,04* | 0,74+0,25
GA20x5 1,00+£0,38 | 059+0,19 |0,35+0,09* | 1,36+0,38
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Tabla S3. Valores de expresidn relativa del gen SIGA20x1 en plantas silvestres y lineas
transgenicas 35S::amiRNA2ox1. Todos los valores de expresion estan referidos al valor de
expresion promedio del gen SIGA20x1 en las plantas silvestres (WT) y son el resultado de
la media de tres réplicas bioldgicas + STD.

*, significativamente diferente del silvestre (P<0.05)

SIGA20x1
Tejidos WT L11 L12 L13
Plantulas | 100036 | 0,62+0,28 | 0,85+0,41 | 0,42+0,04*
Hojas 1,00+£0,39 | 0,46+0,12 | 0,49+0,21 | 0,28 +0,22*
DO 1,00+0,27 | 0,46 £0,12* | 0,32 +0,07* | 0,31 +0,14*
P+10 1,00+0,20 | 0,31+0,10* | 0,39 +£0,04* | 0,62 +0,11*
P+20 1,00+0,59 | 052+0,13 | 0,80+0,07 | 0,50+ 0,04
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