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RESUMEN

El cuajado de los frutos es un proceso importante en la reproduccion de plantas angiospermasy a
la vez tiene un alto impacto econdmico desde el punto de vista agrondmico. Aunque en los
ultimos afios se han producido avances en el conocimiento de este proceso, aun es escasa la
informacidn que se tiene. La comprensién de los mecanismos que regulan el cuajado del fruto es
fundamental para el disefio de estrategias de mejora en los sistemas de produccién de frutos
€arnosos.

El desarrollo del ovario en un fruto (cuajado del fruto) depende de que ocurra la polinizacién y
fertilizacion del mismo y puede verse comprometido por condiciones ambientales desfavorables.
Sin embargo, en algunas especies el cuajado del fruto puede desacoplarse de la fertilizacidon
generando asi frutos sin semillas (partenocarpicos). La partenocarpia es, por tanto, una
herramienta valiosa para dilucidar las bases genéticas y moleculares que controlan el proceso de
cuajado del fruto. En los ultimos anos el tomate se ha convertido en una planta modelo para
estudios de cuajado y desarrollo de frutos carnosos. Por ello, nos propusimos utilizar diferentes
genotipos partenocarpicos de tomate para identificar nuevos genes implicados en el desarrollo
temprano del ovario y en el cuajado del fruto en tomate.

En el primer capitulo del presente trabajo se muestra la caracterizacion del mutante
partenocarpico de tomate hydra. Este mutante es completamente estéril ya que no desarrolla
gametofitos. Sin embargo, el ovario inicia su crecimiento en ausencia de polinizacién y
fertilizacidon, generando asi frutos partenocarpicos. El estudio de las bases moleculares
responsables del fenotipo mutante reveld que durante el desarrollo floral, existe una alteracion
en el transporte polar de auxinas en las etapas previas a la antesis. Esta alteraciéon se asocia con la
activacion de la sefalizacidon por auxinas en los estambres y la deslocalizacién de la hormona
dentro del ovario. La pérdida de los gradientes de auxinas durante el desarrollo de la flor,
posiblemente sea la causa de la ausencia de gametofitos y del cuajado del ovario en ausencia de
fertilizacidn, caracteristico de las plantas mutantes hydra. Utilizando un abordaje de mapeo
posicional, hemos localizado la mutacidn en el extremo del brazo largo del cromosoma 7.

Por otra parte, en nuestro laboratorio se han generado una serie de lineas androestériles de
tomate que producen frutos partenocarpicos. A través del estudio del transcriptoma de estas
plantas hemos identificando un grupo de genes inducidos durante el desarrollo auténomo del
ovario. En el segundo capitulo de esta tesis se lleva a cabo la caracterizacion molecular de uno de
estos genes (SIDOF10) y se estudia su papel en el proceso de cuajado del fruto de tomate. Este
gen codifica un factor de transcripcion que pertenece a la familia DOF (DNA-binding with one
finger) especifica de plantas. Los analisis de expresion mediante diferentes técnicas, indican que
el gen SIDOF10 se expresa en el tejido vascular a lo largo de todo el desarrollo de la planta.
Concretamente en la etapa reproductiva, el transcrito de SIDOF10 se localiza en el tejido vascular
del ovario, llegando hasta el funiculo del évulo. Con el fin de caracterizar funcionalmente el gen
SIDOF10, se generaron lineas transgénicas de sobre-expresién y silenciamiento. En plantas
silenciadas el numero de células del tejido vascular del pedicelo disminuye, mientras que en
plantas de sobre-expresion el numero de células aumenta. Por otra parte, en plantas donde los
niveles del transcrito estan reducidos, existe una disminucién en el nimero de semillas, en el
tamanfio del fruto y un aumento en el desarrollo de frutos partenocarpicos. Nuestros resultados
indican que el gen SIDOF10 esta involucrado en el desarrollo del tejido vascular de la planta
controlando la proliferacion celular y se requiere durante el desarrollo del ovario para la correcta
formacién del fruto y las semillas.



ABSTRACT

Fruit set is an important process in the sexual reproduction of flowering plants and also has a high
economic impact from the agronomic point of view. Although in recent years, there have been
advances in the understanding of this process limited information is still available. Understanding
the mechanisms that regulate fruit set is essential for designing strategies to improve production
systems of fleshy fruits.

The development of the ovary into a fruit (fruit set) depends on pollination and fertilization,
which may be compromised by extreme environmental conditions. However, in some species, the
onset of the fruit can be uncoupled from fertilization, generating seedless fruits (parthenocarpic
fruits). Therefore, parthenocarpy is a valuable tool to elucidate the genetic and molecular bases
that control of fruit set process. In recent years, the tomato has become a model plant for studies
of fruit set and development of fleshy fruits. Therefore, we decided to use different
parthenocarpic tomato genotypes to identify novel genes involved in early development of the
ovary and fruit set in tomato.

In the first chapter of these work, we show the characterization of the hydra mutation in tomato.
This mutant is completely sterile since lacks gametophytes development. However, the ovary
starts growing in the absence of pollination and fertilization, generating parthenocarpic fruits. The
study of the molecular basis of the mutant phenotype revealed that there is an alteration in the
polar auxin transport in pre-anthesis stage during flower development. This alteration is
associated with activation of signalling by auxin in the stamens and auxin delocalization into the
ovary. The loss of auxin gradients during flower development, possibly is the cause of no
gametophytes development and independent growing of the ovary in hydra mutants.

In our laboratory a series of male sterile tomato lines producing parthenocapic fruits have been
generated. Through the study of the transcriptome of these plants we have identified a group of
genes induced during the autonomous development of the ovary. In the second chapter of this
thesis, we present the molecular characterization of one of these genes (SIDOF10) and the study
of its role in fruit set. This gene encodes a transcription factor that belongs to plant specific
protein family DOF (DNA-binding With One Finger). The analysis of gene expression by different
techniques, indicated that SIDOF10 gene is expressed in the vascular tissue throughout the
development of the plant. Particularly in the reproductive stage, the transcript of SIDOF10 is
localized in the vascular tissue of the ovary, reaching the ovule funiculus. In order to carry out the
functional characterization of SIDOF10 gene, we have generated stable transgenic lines of
silencing and overexpression. The number of cells in the vascular tissue of the pedicel decreases
in silenced plants, while in overexpressed plants the number of cells increases. Moreover, in
plants where transcript levels were reduced, there is a decrease in both, the number of seeds and
fruit size, and an increase in the development of parthenocarpic fruits is observed. Our results
indicate that SIDOF10 gene is involved in the development of plant vascular tissue by controlling
cell proliferation and it is necessary during ovary development for the correct formation of fruit
and seeds.



RESUM

El quallat és un procés important en la reproduccié de plantes angiospermes i alhora té un alt
impacte economic des del punt de vista agronomic. Encara que en els ultims anys s'han produit
avancos en el coneixement d'aquest procés, encara és escassa la informacié que es té. La
comprensid dels mecanismes que regulen el quallat del fruit és fonamental per al disseny
d'estratégies de millora en els sistemes de produccié de fruits carnosos.

El desenvolupament de l'ovari en un fruit (quallat del fruit) depén que passi la pol - linitzaci6 i
fertilitzacio del mateix i es pot veure compromes per condicions ambientals extremes. No obstant
aixo, en algunes especies l'inici del fruit pot desacoblar de la fertilitzacié generant aixi fruits sense
llavors (partenocarpics). La partenocarpia és, per tant, una eina valuosa per dilucidar les bases
genetiques i moleculars que controlen el procés de quallat del fruit. En els ultims anys la tomaca
s'ha convertit en una planta model per a estudis de quallat i desenvolupament de fruits carnosos.
Per aix0, ens vam proposar utilitzar diferents genotips partenocarpics de tomaca per identificar
nous gens implicats en el desenvolupament primerenc de l'ovari i en el quallat del fruit en
tomaca.

En el primer capitol d'aquest treball es mostra la caracteritzacié del mutant partenocarpic de
tomaca hydra. Aquest mutant és completament esteril ja que no desenvolupa gametofits. No
obstant aix0, I'ovari inicia el seu creixement en abséencia de pol - linitzacid i fertilitzacié, generant
aixi fruits partenocarpics. L'estudi de les bases moleculars responsables del fenotip mutant va
revelar que durant el desenvolupament floral, hi ha una alteracid en el transport polar d'auxines
en les etapes previes a la antesi. Aquesta alteracié s'associa amb I'activacié de la senyalitzacid per
auxines en els estams i la deslocalitzacié de I'hormona dins I'ovari. La pérdua dels gradients de
auxines durant el desenvolupament de la flor, possiblement sigui la causa de l|'abséencia de
gametofits i del quallat de I'ovari en abséencia de fertilitzacié caracteristic de les plantes mutants
hydra. Utilitzant un abordatge de mapeig posicional, la mutacié s'ha localitzat a I'extrem del brag
llarg del cromosoma 7.

D'altra banda, en el nostre laboratori s'han generat una serie de linies androestérils de tomaca
qgue produeixen fruits partenocarpics. A través de l'estudi del transcriptoma d'aquestes plantes
hem identificant un grup de gens induits durant el desenvolupament autonom de l'ovari. En el
segon capitol d'aquesta tesi es du a terme la caracteritzaci6 molecular d'un d'aquests gens
(SIDOF10) i s'estudia el seu paper en el procés de quallat del fruit de tomaca. Aquest gen codifica
un factor de transcripcidé que pertany a la familia DOF (DNA-binding with one finger) especifica de
plantes. Les analisis d'expressié mitjancant diferents tecniques, indiquen que el gen SIDOF10
s'expressa en el teixit vascular al llarg de tot el desenvolupament de la planta. Concretament en
I'etapa reproductiva el transcrit de SIDOF10 es localitza en el teixit vascular de I'ovari, arribant fins
al funicle de I'dvul. Per tal de caracteritzar funcionalment el gen SIDOF10, es van generar linies
transgéniques de sobre-expressid i silenciament. En plantes silenciades el nombre de cel - lules del
teixit vascular del pedicel disminueix, mentre que en plantes de sobre-expressié el nombre de cél
- lules augmenta. D'altra banda, en plantes on els nivells del transcrit estan reduits, hi ha una
disminucié en el nombre de llavors, en la mida del fruit i un augment en el desenvolupament de
fruits partenocarpics. Els nostres resultats indiquen que el gen SIDOF10 esta involucrat en el
desenvolupament del teixit vascular de la planta controlant la proliferacid cel - lular i es requereix
durant el desenvolupament de I'ovari per a la correcta formacio del fruit i les llavors.
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I. INTRODUCCION







1 EL TOMATE

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es originario de las zonas templadas de América,
concretamente de la regién andina que se extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile,
aunque parece que fue en México donde se domesticé. A lo largo del tiempo se ha convertido en
una de las hortalizas mas consumidas a nivel mundial, tanto en fresco como en conserva vy, por
tanto, presenta un alto valor econdmico. Actualmente se cultivan numerosas variedades e
hibridos de tomate que se han ido desarrollando como respuesta a la demanda diversa que
presenta el mercado. Segun fuentes de la FAO, la superficie mundial del tomate (fresco y de
transformacion) en 2011 fue de mas de 5 millones de hectédreas, con una produccidon de 152,4

millones de toneladas.

1.1 Taxonomia

El tomate es una planta dicotiledénea perteneciente a la familia de las Solanaceas, a la cual
pertenecen numerosas especies de importancia alimenticia (como la patata, la berenjena y el
pimiento), al mismo tiempo esta familia incluye especies utilizadas como modelo para el estudio
de procesos de desarrollo a nivel celular, molecular y genético (como el tabaco, la petunia y el
tomate). La taxonomia aceptada para el tomate es (Foolad 2007):

REINO: Plantae

Subreino: Traqueobinta

Superdivision: Spermatophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Suborden: Solanineae

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: lycopersicum

1.2 Caracteristicas generales

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. La estructura de la
planta es la de un simpodio. El tallo principal forma de 6 a 12 hojas, que crecen lateralmente con
una filotaxia de 2/5, antes de que la yema principal se transforme en una inflorescencia. El
crecimiento subsiguiente se produce a partir de la yema axilar de la ultima hoja, la cual desarrolla
un tallo secundario que crece como una prolongacion del tallo primario y desplaza lateralmente la

inflorescencia. Los sucesivos segmentos del tallo se desarrollan de forma similar, produciendo una
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inflorescencia cada 3 hojas. El aspecto es el de un tallo principal, que crece de forma continua con
inflorescencias internodales laterales cada 3 hojas. Cuando este proceso se repite
indefinidamente los cultivares se denominan indeterminados, y presentan un porte rastrero o
trepador. Los cultivares determinados tienen un crecimiento limitado que puede extenderse unos
2 m. Los segmentos sucesivos del eje principal soportan, de forma progresiva, un nimero inferior
de hojas y terminan en una inflorescencia. El sistema de ramificacién lateral, como el sistema
primario, experimenta un crecimiento limitado dando a la planta un aspecto arbustivo con una

simetria circular que requiere menos espacio que los cultivares indeterminados (Chamarro 2001).

En tomate como en todas las plantas superiores, el tejido vascular estd organizado en un sistema
unificado y continuo, sin embargo la anatomia del tejido vascular presente en raices y tallos
difiere notablemente. En la raiz los tejidos de conduccion xilema y floema se distribuyen de
manera radiada y alterna, mientras que en el tallo se forman haces vasculares que se ubican hacia
la periferia. En tomate los haces vasculares tienen una disposicidn bicolateral (Figura 1), lo cual
hace referencia a la formacion de un floema externo y un floema interno, localizados en ambos

lados del xilema (Cafio-Delgado et al. 2010).

Floema Externo
Cambium
Xilema
Cambium

Floema Interno

Figura 1. Representacion de la organizacion vascular en tomate.
El tejido vascular en tomate se organiza de manera bicolateral. En este tipo de organizacion, cada haz vascular presenta
un floema externo y el floema interno, entre los cuales se desarrolla el xilema.

13 La flor

La flor del tomate es hermafrodita (Figura 2 A) y se encuentra unida al eje floral por un pedicelo
articulado que contiene la zona de abscision. Dependiendo de la variedad consta de 5 o mas
sépalos, 5 0 mas pétalos dispuestos de forma helicoidal, de un nimero igual de estambres que se
alternan con los pétalos y de un ovario bi o plurilocular (Chamarro 2001). Los estambres estan
fusionados a la corola por sus filamentos, poseen anteras largas donde se desarrolla el polen que
es el gametofito masculino. Las anteras son de color amarillo y estan unidas adyacentemente por

una serie de estructuras filamentosas que forman un cono estaminal fusionado. Dicho cono rodea
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estrechamente el pistilo, lo cual favorece la autopolinizacidn, proceso que generalmente coincide

con el momento de la antesis (Picken 1984; Ho and Hewitt 1986).

La gametogénesis ocurre inmediatamente después de la esporogénesis. Las microsporas o células
madre, sufren meiosis para producir tétradas de microsporas en la antera (Figura 2 B), o cuatro
megasporas en el dvulo. Las microsporas, liberadas de la tétrada sufren una mitosis asimétrica
para formar el polen bi-celular o gametofito masculino (McCormick 2004) (Figura 2 B). Dentro del
ovulo, para el desarrollo del gametofito femenino, solo sobrevive una megaspora, denominada
megaspora funcional, ésta sufre tres divisiones mitdticas, donde se obtienen 8 nucleos, cuatro en
cada extremo del saco embrionario, dos nucleos migran hacia el centro para dar lugar a la célula
central. Posteriormente se produce la diferenciacidn celular para formar un saco embrionario de
siete células: tres antipodas (1n) al final de la chalaza, una célula central con dos nucleos polares
(2n), dos sinérgidas (1n) y una ovocélula (1n) al final del micrépilo (Yang and Sundaresan 20003;
Drews and Yadegari 2002). (Figura 2 C y D). Las antipodas se degeneraran en la mayoria de los
casos antes o después de la fertilizacion (Christensen et al. 1997). Este tipo de arquitectura
permite la doble fertilizacién con las dos células espermadticas para crear un cigoto diploide, un

endospermo triploide y finalmente producir semillas viables (Chevalier et al. 2011).

Figura 2. Flor de tomate (Solanum lycopersicum).

A. Flor de tomate en antesis, las anteras forman un cono estaminal con los extremos unidos formando un cuello. El
estigma queda dentro del cono.

B. Panel superior: corte transversal de la antera de la flor 10 dias antes de al antesis, la flecha sefiala una tétrada de
microsporas. Panel inferior: granos de polen maduros tefiidos con acetato de carmin, provenientes de flores en antesis.
C. Corte transversal del 6vulo de flor en antesis, se aprecia el saco embrionario maduro.

D. Representacion del saco embrionario maduro con sus siete células, tres antipodas (An), célula central (CC), ovocélula
(Ov) y las dos células sinérgicas (Si).

Las barras representan 50 um en los paneles By C.

14 Caracteristicas del fruto
El fruto de tomate maduro es generalmente de color rojo. Estan descritas una gran diversidad de

formas y tamafios de frutos que varian en funcién de la variedad y las condiciones de desarrollo



(Chamarro 2001). El fruto adulto de tomate esta constituido, basicamente por el pericarpio, el
tejido locular, la placenta y las semillas (Figura 3). El pericarpio lo componen la pared externa, las
paredes radiales o septos que separan los léculos y la pared interna o columnela. El pericarpio se
origina de la pared del ovario y consta de el exocarpio, el mesocarpio parenquimatico con haces

vasculares y el endocarpio.

El exocarpio, estd compuesto por una epidermis que no posee estomas, y varias capas
subepidérmicas de tipo colenquimatico. A la epidermis la cubre una fina cuticula que engrosara a
medida que se desarrolla el fruto (Wilson and Sterling 1976). Esta estructura sirve como una

barrera eficaz para la pérdida de agua, y en tomate es relativamente gruesa (Bargel et al. 2004).

El endocarpio se compone de una capa celular que delimita las cavidades loculares. Las cavidades
loculares son huecos en el pericarpio y contienen las semillas, cubiertas por el tejido placentario.
El tejido locular colinda con la placenta (dado que surge a partir de ésta) y comienza a expandirse

durante el desarrollo dentro de los l6culos hasta rodear completamente las semillas.

Las semillas estdn compuestas por el embridn, el endospermo y la testa o cubierta seminal. La
cubierta suele ser un tejido rigido con estructuras filamentosas que constituye la capa mas
externa de la semilla derivada a partir del tegumento que rodea inicialmente al évulo (Chamarro
1995). El tegumento es un tejido de varias capas: una interna, una externa y una zona de tejido en
el medio de estas dos. Su funcién principal es proteger al embrién y las sustancias de reserva
(Esau 1976). El fruto tiene dos sistemas vasculares principales; uno que se extiende desde el
pedicelo por la pared externa del pericarpio y el otro que va a las semillas a través de las paredes
radiales y la columnela. El sistema vascular se compone principalmente de tubos de floema y

vasos de xilema con presencia de traqueidas.

Semillas

Placenta --

Pericarpio ! Tejido

locular

- Columnela

Figura 3. Corte transversal de un fruto de tomate.
Se observan el pericarpio, los septos, las semillas en contacto con la placenta rodeadas de tejido locular, y en el eje
central se encuentra la columnela.



2 CUAJADO Y DESARROLLO DEL FRUTO

El proceso de fructificacidon es uno de los procesos del desarrollo mds complejos de las plantas. El
término cuajado se entiende por la reanudacidon del crecimiento del ovario de la flor, pasando de
una condicidn estdtica a un rdpido crecimiento, y depende de una exitosa polinizaciéon y
fecundacion de los évulos (Gillaspy et al. 1993). El ciclo reproductivo en tomate es representativo
de las plantas con flores (Figura 4). La polinizacidn se inicia con la dehiscencia de las anteras, lo
cual permite que los granos de polen alcancen el estigma, que ya es receptivo desde 1 o 2 dias
antes. Una vez en el estigma, los granos de polen deben germinar, y esto puede tardar entre 0,5y

20 h. (Picken 1984).

Haploide (n)
Diploide {2n)

Microsporangio

Microsporecitos (2n)

Flor madura en el

esporofito (2n) s ‘N‘Eﬂj
Microspora (n} (g::rI:JeI?ativa
\ Megasporangio (2n '
FEORSROFROON o) Gametofito 4 g;ht’l?)o
. — masculino (en el u
Q . ' ' _ grano de polen)
Semilla Overio S ¥ Granos
inada MEIOSIS ]
germinada e _ o
Estigma === " polen
¢ TUDO e
— Megasporangio polinico /
Embrién (2n) : n) Esperma
Endospermo Megaspora
{reserva de (n)
nutrientes, 3n)A Semilla = Tubo
Tegumento (2n) polinice
= Estilo
Gametofito Antipedas
femenino JNicleos polares ] ~—— Tubo
{saco Sinérgidas - polinice
embricnario, n) Owulo Gima. o’

[\
., Cigoto (2n) = Esperma
Nucleo del ——/ Ndcleo del (n)
endospermo o ovulo (n)
en desarrollo
- — \ N 7
FECUNDACION |

{(3n)

Nicleos
espermaticos (n)

Figura 4. Ciclo de vida de una angiosperma. Adaptado de Campbell et al (2001).

La fecundacion se inicia con la germinacidn del polen y el crecimiento del tubo polinico a través
del estilo. El tubo polinico penetra en el dvulo a través del micrépilo. El gametofito masculino esta
compuesto por dos nucleos: un nucleo vegetativo (que formara el tubo polinico al germinar en el

estigma) y un nucleo generativo (que volverd a dividirse originando dos células espermaticas o
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gametos masculinos). Una vez formado el tubo polinico, las dos células espermaticas descienden
por él y penetran en el saco embrionario a través de una de las dos células sinérgidas, teniendo
lugar la rotura del tubo polinico y la liberacién de las 2 células espermaticas. Tras la migracién de
las células espermadticas se produce el proceso de la doble fecundacion. Una célula espermatica se
une con la ovocélula para formar el cigoto a partir del cual se desarrollara el embrién. La otra
célula espermatica se une al nucleo secundario diploide para formar un nucleo triploide, el nicleo
del endospermo, a partir del cual se originard el endospermo que servird como reserva de
nutrientes para el embrién (Farabee 2001). El numero de 6vulos fecundados en cada ovario
depende del nimero de granos viables de polen que alcanzan el estigma y de los factores
fisiolégicos y ambientales durante la polinizacion y fecundacion (Ho and Hewitt 1986).
Condiciones desfavorables de temperatura pueden evitar la polinizacidn, ya que el estrés térmico
conlleva a la pérdida de viabilidad del polen (Picken 1984; Ho and Hewitt 1986). Asi mismo, las
malformaciones de la flor por el efecto del frio, pueden impedir la correcta polinizacién vy
fertilizacidn (Lozano et al. 1998). Desde el punto de vista agrondmico, esto conllevaria a una baja

en la produccién y por tanto pérdidas econdmicas considerables.

Después de los procesos de polinizacién y fecundacién comienza el desarrollo del fruto. Se
aprecia una primera fase que se caracteriza por numerosas divisiones celulares, que se producen
mayoritariamente en tejidos del fruto como el pericarpio y el tejido placentario (Figura 5 B). En
las etapas tempranas la actividad mitdtica es mayor en la zona exterior del pericarpio que en la
interior, las células de la columnela y de la placenta muestran también alta actividad mitdtica. Las
semillas en desarrollo podrian 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 and Bruinsma 1986). También se sabe que existe una
correlacién entre el nimero de semillas en desarrollo y el crecimiento del fruto (Varga and
Bruinsma 1986). Cuando disminuye la division celular, el fruto continda el crecimiento a través de
la expansidn celular hasta que alcanza el tamario final (Figura 5 C). Con la expansién celular el
volumen de células de la placenta, del tejido locular y del mesocarpio puede aumentar mas de 10
veces, mientras que las células del exocarpio y del endocarpio, que contintdan dividiéndose, se
expanden menos (Gillaspy et al. 1993). Conforme va engrosando la pared celular primaria, la
vacuola ocupa la mayor proporcion del volumen final de la célula y comienza a acumularse
almiddn, acidos organicos y otras sustancias (Chamarro 1995). Finalmente ocurre la maduracion
gue se caracteriza por la generacién de una elevada variedad de cambios quimicos y estructurales
gue determinan el aroma, color, textura y composicion bioquimica final del fruto (Gillaspy et al.

1993) (Figura 5 D). Cada una de estas caracteristicas son producto de modificaciones celulares y



bioquimicas diferentes. Por ejemplo, los cambios en el color son debidos a alteraciones en el
contenido de clorofila, carotenoides y/o flavonoides; las variaciones en la textura son debidas a

alteraciones en la turgencia de las células (Giovannoni 2004).

Fertilizacién Divisién celular Expansion celular Maduracién
->

Figura 5. Desarrollo del fruto del tomate

(A) Flor polinizada y fecundada. (B) Inicio del crecimiento del fruto. Etapa de division celular, se extiende desde los 2-14
dias después de la fecundacion. (C) Expansion celular dura entre 6-7 semanas. (D) Maduracién del fruto. (Adaptado de
De Jong et al., 2009).

2.1 Regulacion hormonal durante el cuajado del fruto

En el proceso de cuajado y desarrollo del fruto las principales hormonas involucradas son las
auxinas y las giberelinas (GAs), sin descartar la participacién de otras hormonas (Mapelli et al.
1978; Fos et al. 2000; Fos et al. 2001). La aplicacién exdgena de GAs o auxinas antes de la
polinizacién puede inducir el desarrollo del ovario en tomate generando frutos partenocarpicos
(Bunger-Kibler and Bangerth 1982; Alabadi et al. 1996). Ademas, existe evidencia que la
interaccidn entre auxinas y GAs es necesaria para la coordinacion del desarrollo del fruto y de las
semillas (Ozga and Reinecke 2003). Es conocido que los genes de respuesta a ambas hormonas se
encuentran regulados positivamente después de la polinizacién (Vriezen et al. 2008). No obstante,
se ha demostrado en distintas especies que la biosintesis de GAs estd regulada por auxinas (Ross
et al. 2001; Dorcey et al. 2009), por lo que es posible que la polinizacién induzca la sefializacién de
auxinas y que en consecuencia se induzca la biosintesis de giberelinas bioactivas y asi se estimule
el cuajado del fruto (Ozga and Reinecke 2003; Serrani et al. 2008). Sin embargo los mecanismos
de accion de estas dos hormonas durante el cuajado y desarrollo del fruto aun se encuentran en

estudio.

211 Auxinas

Las auxinas son hormonas que regulan diversos los procesos de desarrollo en las plantas,
incluyendo el desarrollo del fruto. El hecho de que el suplemento exdgeno de auxinas en flores no
polinizadas induzca el crecimiento del fruto en tomate y en otras especies vegetales, sugiere que

estas hormonas pueden activar las sefiales que se desencadenan a partir de la polinizacién y



fertilizacion. Esta hipdtesis ademds se sustenta con el hecho de que existe un incremento en los
niveles de auxinas en los érganos florales después de la fertilizacion de los évulos (Gillaspy et al.
1993). Los analisis moleculares apuntan a que el crecimiento del ovario se detiene antes de la
polinizacién y que las auxinas estan involucradas en la des-represion del crecimiento del ovario

después de la fertilizacién (Pandolfini et al. 2007).

Las auxinas son sintetizadas en meristemos y hojas jovenes y son transportadas de manera polar
hacia las otras partes de la planta. Se conoce que la regulacién transcripcional dependiente de
auxinas durante el desarrollo de las plantas estda mediada por proteinas pertenecientes a dos
familias génicas, Factores de Respuesta a Auxinas (ARF por sus siglas en inglés) y proteinas
Aux/IAA (Wang et al. 2005; Serrani et al. 2007a; Guillon et al. 2008; Vriezen et al. 2008; de Jong et
al. 2009a; de Jong et al. 2009b). Las Aux/IAA son proteinas de vida corta que forman
heterodimeros con ARFs. Los ARFs son factores de transcripcidon que se unen a los elementos de
respuesta a auxinas (AuxREs por sus siglas en inglés) en la secuencia promotora de los genes de
respuesta auxinas, donde se encuentran activando o reprimiendo la respuesta. La formacidn de
heterodimeros entre proteinas Aux/IAA y ARF hace que se reprima la regulacién por parte de los
ARF. La degradacion de las proteinas Aux/IAA se regula por la presencia de auxinas, lo cual hace
gue se promueva la ubiquitinacidn de estas proteinas por el complejo SCF (Skp1/Cullin/F-box), lo
gue conduce a su degradacién por el proteosoma 26S. La ruptura de la unién entre las proteinas
Aux/IAA y ARF permite la modulacién de los genes de respuesta a auxinas (Pandolfini et al. 2007).
En las primeras etapas de desarrollo del fruto en tomate, este tipo de proteinas estan
representadas por IAA9, ARF7 y ARF8. La disminucidon de los niveles de IAA9 y ARF7 genera
plantas que producen frutos sin semillas, lo que sugiere que ambos genes codifican reguladores
negativos del fruto (Wang et al. 2005). En el 2007 Goetz y colaboradores determinaron que la
introduccion de formas aberrantes de ARF8 puede inducir el desarrollo de frutos partenocarpicos
en Arabidopsis y tomate, sugiriendo que ARF8 estd también involucrado en la regulacién del

cuajado del fruto en tomate.

Existen dos modelos que explican cdmo estos genes podrian estar actuando en la sefializacién por
auxinas (Ver figura 6). En el primer modelo IAA9 y ARF8 interactian para formar un complejo
regulador, que podria estar bloqueando la transcripcion de genes directa o indirectamente,
previniendo asi que ARF8 actie como un activador transcripcional (Goetz et al. 2007). En el
segundo modelo, ARF7 activa los genes represores de la respuesta auxinas que previenen el

cuajado del fruto. Después de la polinizacidn el rol de ARF7 no es requerido y hay un descenso en
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los niveles del transcrito, la actividad de las proteinas ARF7 que aun estdn presentes pueden ser

inhibidas por proteinas Aux/IAAs (posiblemente sea IAA9) (de Jong et al. 2009b).

Antes de la Aux/IAA A
polinizacion AREF8
- | Genes de respuesta a auxinas

265 N
:

/

ARF8
- I Genes de respuesta a auxinas Fructificacién

Polinizacién

Antes de la B

polinizacion
ARF7
- I Genes represores de respuesta a auxinas

Aux/IAA
ARF7
[ | Genes represores de respuesta a auxinas Fructificacion

Figura 6. Modelos explicativos que muestran el papel de ARF8 y ARF7 en la fructificacion (Adaptado de De Jong et
al., 2009).

A. Previo a la polinizacién las proteinas Aux/IAA y ARF8 forman un complejo que se une al promotor de los genes de
respuesta a auxinas, impidiendo la transcripcidn. Tras la polinizacion, los niveles de auxinas se incrementan y las
proteinas Aux/IAA son ubiquitinadas y rapidamente degradadas por el proteosoma 26S. De esta manera se libera el
bloqueo y ARF8 activa los genes de respuesta a auxinas y la fructificacion.

B. Previo a la polinizacién ARF7 activa los genes represores de la respuesta a auxinas impidiendo la fructificaciéon. Una
vez ocurre la polinizacion vy fertilizacidn, el nivel de transcritos del gen ARF7 y las proteinas ARF7 disminuyen. La
actividad de las proteinas ARF7 que aln estan presentes son inhibidas por proteinas Aux/IAAs, lo cual reduce la
expresion de los genes represores de la respuesta auxinas permitiendo asi que se lleve a cabo la fructificacion.

Polinizacién

El transporte polar de auxinas es un mecanismo regulador clave para la distribucién espacio
temporal de la hormona (Gillaspy et al. 1993; Sundberg and Ostergaard 2009). La direccion del
transporte de auxinas a través de los drganos y tejidos, esta en gran parte controlado por las
familias proteicas AUX/LAX y PIN-FORMED (PIN), las cuales facilitan el flujo celular de entrada y
salida de auxinas respectivamente (Petrasek and Friml 2009; Vanneste and Friml 2009; Pattison et
al. 2014). Su distribucion asimétrica a través de las células y los tejidos tiene como resultado el
flujo direccional de la auxina y el establecimiento de gradientes (Wisniewska et al. 2006;
Bainbridge et al. 2008; Swarup et al. 2008; Petrasek and Friml 2009). En tomate se han
encontrado 10 genes PIN y 5 genes AUX/LAX (Pattison and Catald 2012). Durante el desarrollo del
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fruto, la mayoria de estos genes en tomate se expresan principalmente en el fruto inmaduro y
predominantemente en los tejidos internos entre las semillas y el pericarpio (Revisado por
Pattison et al. 2014). Existen estudios que indican como los genes SIPIN1, SIPIN2 y SIPIN4, juegan
un papel importante en el desarrollo reproductivo en tomate. En el caso de los genes SIPIN1 y 2,
la expresion en ovarios se detecta inmediatamente después de la antesis y el transcrito de cada
gen se localiza en el fruto y en los évulos respectivamente, sugiriendo que estos dos genes estan
involucrados en las etapas tempranas de desarrollo del fruto (Nishio et al. 2010). Otros estudios
muestran que el gen SIPIN4 presenta altos niveles de expresién en flores y en los primeros
estadios de desarrollo del fruto (Mounet et al. 2012; Pattison and Catalad 2012). El silenciamiento
del gen SIPIN4 mediante RNAi de interferencia en plantas de tomate, es capaz de inducir la
partenocarpia, debido a un exceso de acumulacién de auxinas dentro del ovario (Mounet et al.

2012).

2.1.2 Giberelinas

Las Giberelinas (GAs) son acidos diterpenos tetraciclicos naturales, cuya estructura basica esta
constituida por un anillo de ent-giberelano, algunas de las cuales poseen actividad hormonal
(Talén 2000). Las GAs actian como reguladores enddgenos del crecimiento controlando diversos
procesos del desarrollo de las plantas incluyendo germinacién de semillas, elongacién del tallo,
expansién de las hojas, desarrollo de los tricomas, y la induccion de la floracién y el cuajado del
fruto (Olszewski et al. 2002; Achard and Genschik 2009). Por esta razéon el metabolismo de estas

hormonas ha sido ampliamente estudiado.

GA 13-oxidasas

GA1 13-hydroxilacién GAs;
GA15 GA44
1 GA 20-oxidasas (|
GA,, GA,4
GA;, -~ GA, GA,, > GAy
T [ GA2oddasas | | GA 3-oxidasas | | GAzoddasas |
Ruta de la no hidroxilacion Ruta de la hidroxilacion en el C-13

Figura 7. Esquema de la tercera etapa de la ruta biosintética de giberelinas
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La biosintesis de GAs se divide en tres etapas, la primera es la sintesis de ent-kaureno a partir del
geranilgeranil-difosfato, la segunda etapa es la conversion de ent-kaunreno en GAj; o GAs; por la
accion de monoxigenasas del tipo P-450, en la tercera etapa, estas dos GAs son metabolizadas
por las enzimas GA 20-oxidasas y GA 3-oxidasas actuando consecutivamente para activar las GAs a
través de dos rutas paralelas, ruta de la no hidroxilacion temprana en el C-13 y la ruta de la
hidroxilacion temprana en el C-13, las cuales dan lugar a las giberelinas activas GA;s y GA;
respectivamente (Figura 7). A su vez las GAs activas y sus precursores pueden ser inactivados
irreversiblemente por las enzimas GA 2-oxidasas (Sponsel and Hedden 2004; Rieu et al. 2008)
(Figura 7). La mayoria de los genes de la tercera etapa del metabolismo de GAs han sido clonados
en diferentes especies (Hedden and Kamiya 1997; Hedden and Phillips 2000; Sponsel and Hedden
2004; Yamaguchi 2008). Especificamente en tomate se han reportado al menos cuatro GA20o0x,

dos GA3ox, y cinco GA2ox genes (Serrani et al. 2007b).

Algunos genes implicados en la tercera etapa de la sintesis de GAs son SIGA200x1, SIGA200x2, y
SIGA200x3. Estos genes presentan una expresion diferencial a lo largo del desarrollo floral.
Durante los primeros estadios de desarrollo floral la expresion de los genes SIGA200x1 en ovarios
es casi indetectable, en el caso de SIGA200x2 |la expresidon mas alta se presenta 3 dias antes de la
antesis y SIGA200x3 esta presente en ovarios a lo largo de todo el desarrollo floral, sin embargo,
una vez que ocurre la polinizacion los niveles de transcritos para estos tres genes se incrementan
considerablemente (Serrani et al. 2007b). En algunas plantas el incremento en los niveles de
transcritos de genes SIGA20ox previo a la antesis se asocia con el desarrollo de frutos
partenocarpicos como es el caso de las plantas PSEND1:barnasa y los mutantes pat, en los cuales
estos genes se encuentran inducidos en ovarios desde etapas tempranas de desarrollo floral
(Olimpieri et al. 2007; Medina et al. 2013). Ademas se sabe que la sobre-expresiéon de GA20ox
desvia el metabolismo de GAs de la ruta de la hidroxilacion temprana en el C-13 a la ruta de la no
hidroxilacion en el C-13, dejando un aumento en la sintesis de GA4 en plantas de tomate, lo que

induce el crecimiento de frutos partenocarpicos (Garcia-Hurtado et al. 2012).

Durante la pasada década la mayoria de componentes de la ruta de sefalizacidon por GAs han sido
identificados mediante rastreos genéticos en arroz y Arabidopsis. Dentro de los principales
componentes de la ruta se encuentran las proteinas DELLA (DELLAs), las cuales son factores
nucleares que directamente o en combinacién con otros reguladores transcripcionales, impiden la
expansion y proliferacion celular. Las proteinas DELLA actian como reguladores negativos de la
ruta de sefializacidon por GAs. Recientemente se ha propuesto un modelo en el cual las giberelinas

promueven el crecimiento mediante la induccién de la degradaciéon de proteinas DELLA via
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proteosoma, lo que conlleva a que se libere el bloqueo impuesto por este tipo de proteinas (Dill et
al. 2001; Locascio et al. 2013). En tomate, hasta el momento Unicamente se ha identificado una
proteina DELLA. Los estudios de las plantas transgénicas de silenciamiento y del mutante procera,
el cual tienen una mutacién puntual en el gen que codifica SIDELLA, demuestran que esta proteina
estd involucrada en el cuajado del fruto, ya que la disminucidn en los niveles de la proteina induce
el crecimiento del ovario sin necesidad de que ocurra la polinizaciéon, generando frutos

partenocarpicos (Marti et al. 2007; Carrera et al. 2012).

213 Citoquininas

Las citoquininas (Cks) son hormonas que regulan varios aspectos del crecimiento y desarrollo de
la planta, incluyendo divisién celular, senescencia de la hoja, dominancia apical, formacién de
raices laterales, tolerancia a estrés y sefializacién nutricional (Werner et al. 2003; Sakakibara
2006; Argueso et al. 2009a). A parte de esto, se ha propuesto que estas hormonas también
pueden estar involucradas en el desarrollo temprano del fruto. Un estudio demostré que altos
niveles de citoquininas se acumulan en los ovarios antes de la polinizacién y fertilizaciéon (Matsuo
et al. 2012). Posteriormente durante el desarrollo del fruto la mayor concentracion de Cks se
encuentra en la semilla 5 dias después de la antesis y decrece hasta el comienzo de la maduracién
(Srivastava and Handa 2005). La aplicacion exdogena de Cks induce la formacion de frutos
partenocarpicos (Matsuo et al. 2012). Recientemente, se ha propuesto que la biosintesis de
auxinas y giberelinas puede ser controlada en parte por citoquininas. Esto se debe
principalmente, a que tras la aplicacion de Cks hay un incremento en la expresién de genes de
biosintesis de auxinas (ToFZY) y GAs (SIGPS, SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA30x1), lo que hace que
se eleve la concentracién de estas dos hormonas dentro del fruto y se induzca el crecimiento del

fruto (Dill et al. 2001).

2.14 Otras hormonas implicadas en la fructificacion

Existen también otros reguladores hormonales involucrados en el cuajado del fruto, sin embargo
su papel no ha sido estudiado en profundidad. En el caso de las poliaminas, la aplicacién de
diversas poliaminas en el ovario de tomate produce frutos partenocarpicos (Fos et al. 2000), lo
gue sugiere que estos reguladores pudieran tener un papel durante el cuajado del fruto. Otro
regulador vegetal implicado en el desarrollo del fruto es el dcido jasménico. La caracterizacion del
mutante de tomate jail insensible al acido jasmdnico, demostré que la ruta de sefializacion por
acido jasmonico es importante para control maternal y el desarrollo de la semilla (Li et al. 2004b).
Ademas este regulador también estd implicado en la maduracién del fruto, de forma que su

concentracidn aumenta durante el proceso de maduracion (Srivastava and Handa 2005).
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2.2 Genes de identidad floral relacionados con el cuajado del fruto

La mayoria de los genes que determinan la identidad de drganos florales codifican factores
transcripcionales pertenecientes a la familia MADS-box. Estudios recientes han demostrado que la
accién de estas proteinas durante el desarrollo de la flor estd intimamente relacionada con el
cuajado del fruto.

En tomate se han aislado y caracterizado varios genes MADS-box, con expresidn especifica en
flores. El gen MADS-box de tomate TM29 presenta homologia de secuencia con los genes SEP de
Arabidopsis thaliana. Su expresidn se observa uniformemente en el meristemo floral en aquellas
células que daran lugar a los cuatro primordios florales (Ampomah-Dwamena et al. 2002).
Posteriormente, una vez diferenciados los primordios de los érganos florales, la expresion de
TM29 se restringe a los érganos reproductivos (estambres y carpelo). La expresion del gen TM29
en antisentido, causa deformaciones en los tres verticilos internos de la flor y la generacion de
frutos partenocarpicos, al igual que su expresidn ectdpica. Los estudios en la caracterizacién de
este gen concluyen que es necesario para el desarrollo y mantenimiento de la identidad de
organos florales y el desarrollo del fruto (Ampomah-Dwamena et al. 2002). Asi mismo el gen
MADS-box de tomate TM5, homdlogo al gen SEP3 de Arabidopsis thaliana, se expresa en los
primordios de pétalos, estambres y carpelo de las flores de tomate (Pnueli et al. 1991). La
reduccion de expresion del gen TM5, causa malformaciones en pétalos, estambres y carpelo.
Ademas, las flores transgénicas desarrollaron frecuentemente frutos partenocarpicos (Pnueli et
al. 1994). Otro gen de tomate homodlogo a los genes SEP, el gen TM8, se expresa en estadios
tempranos del desarrollo de pétalos, estambres y carpelos (Pnueli et al. 1991). Su expresidn
antisentido, produce alteraciones morfoldgicas y cambios de identidad en los érganos florales,
esterilidad masculina y femenina de las plantas, y el desarrollo partenocarpico del fruto (Lifschitz

et al. 1993).

Existen también otros genes que juegan un rol importante en la identidad de pétalos y estambres,
como el gen STAMENLESS (SL), el cual es un ortélogo al gen de clase B APETALA3 de Arabidopsis
(Gémez et al. 1999; Quinet et al. 2014). El mutante stamenless desarrolla sépalos en vez de
pétalos en el segundo verticilo y carpelos en lugar de estambres en el tercer verticilo. Ademas se
ha observado que los frutos formados por este mutante carecen de semillas (Gomez et al. 1999).
Por otra parte, TOMATO AGAMOUS 1 (TAG1) (Pnueli et al. 1994) y TOMATO AGAMOUS LIKE
(TAGL1) (Vrebalov et al. 2009) estan involucrados en la identidad del carpelo y el crecimiento del
ovario. La asociacion de transformaciones homedticas con el desarrollo de frutos partenocarpicos
no se ha observado sélo en tomate. Asi, la mutacién del gen de manzano MdPI, homdlogo al gen

PISTILLATA (Pl) de Arabidopsis thaliana, provocd la transformacién de pétalos en sépalos y de
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estambres en carpelos y ademds la producciéon de frutos partenocarpicos (Yao et al. 2001). Todos
estos resultados sugieren la posibilidad de que en estas especies los genes que intervienen en la
identidad y desarrollo de los érganos florales también puedan tener otras funciones que afecten a

procesos posteriores tales como el desarrollo auténomo del ovario (Mazzucato et al. 1998).

2.3 Partenocarpia

El proceso normal del desarrollo del fruto puede, ocasionalmente, tener lugar en ausencia de la
polinizacién y fertilizacion, generando frutos partenocarpicos. La partenocarpia es el cuajado y
desarrollo de un fruto sin que se desarrolle el embrién, con lo cual el ovario crece hasta obtener
un fruto sin semillas. Este fendmeno puede producirse naturalmente o ser inducido de manera
artificial. La partenocarpia natural se produce por causas genéticas y puede ser obligatoria o
facultativa. La partenocarpia obligada estd asociada a la esterilidad genética y las plantas que la
poseen requieren métodos vegetativos de propagacion, la partenocarpia facultativa depende de
las condiciones ambientales, como temperaturas por encima de los 24°C, en estas condiciones el
ovario inicia su crecimiento independiente de la polinizacion (Chamarro 1995; Hazra and Dutta

2010).

La partenocarpia es un caracter importante para la industria agroalimentaria por dos razones
principales: Adquirir nuevas variedades de frutos sin semillas y mejorar la tasa de cuajado en
condiciones ambientales desfavorables de humedad y temperatura. Debido a lo anterior, se han
adoptado estrategias para conseguir la produccidn de frutos partenocarpicos, y una de ellas es la
aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento, especialmente de auxinas y GAs, aunque este
tipo de tratamientos puede causar malformaciones en el fruto y en los érganos vegetativos,
inhibiendo la floracién y reduciendo la calidad y productividad de fruto (Martinelli et al. 2009).
Las estrategias genéticas para la obtencidn de frutos partenocarpicos ofrecen métodos eficaces
que involucran mutaciones especificas o la introduccién de genes especificos. En general, en estas
plantas obtenidas existe un desbalance hormonal en el ovario que sustituye las sefiales

promovidas por la polinizacién y fertilizacidn, permitiendo el cuajado y desarrollo del fruto.

En tomate, existen tres fuentes de partenocarpia muy conocidas, las cuales han sido ampliamente
estudiadas debido a sus perspectivas de aplicacién para obtener frutos sin semillas: “Soressi” o
“Monfavet 191", “Severianin” y “RP75/59”. Soressi y Salamini (1975) describieron el mutante
short anther (Sha) en tomate. Este mutante presenta anteras cortas y produce frutos
partenocarpicos (Soressi and Salamini 1975). Mas adelante Philouze et al (1978) obtienen
independientemente un mutante con el mismo fenotipo al que denominaron “Montfavet 191",

estas mutaciones independientes son alélicas, y el fenotipo se debe a la mutacidn recesiva en un
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solo gen denominado pat (Philouze and Maisonneuve 1978). El variedad “Severianin” procede de
un cruce interespecifico entre L. esculentum y L. hirsutum (Philouze 1983). Varios autores seialan
gue este mutante presenta una mutacién recesiva en el gen pat-2. Esta variedad produce frutos
partenocarpicos de tamafio y aspecto similar a los frutos con semillas cuando las condiciones de
cultivo no son favorables para la produccién del polen y en consecuencia para la polinizacién y la
fertilizacidn. Por otra parte, la linea “RP75/59” presenta partenocarpia facultativa, esta linea esta
constituida por dos genes recesivos, no alélicos, a los que han denominado pat-3/pat-4 (Nuez et
al. 1986). En estos tres sistemas genéticos, los mecanismos necesarios para el cuajado del fruto
parecen estar activados antes de la polinizacién y fertilizacién. Recientes investigaciones senalan
que la partenocarpia en los mutantes pat es el resultado del incremento de GAs enddgenas en los

ovulos durante el desarrollo (Fos et al. 2001; Johkan et al. 2010).

Otra forma de obtener frutos partenocarpicos es mediante transgénesis. En este sentido se han
generado frutos partenocdrpicos a través de la expresidon évulo-especifica de los genes iaaM de
Agrobacterium tumefacians o el gen rolB de Agrobacterium rhizogenes, los cuales afectan la
biosintesis y respuesta a axinas, respectivamente (Rotino et al. 1997; Carmi et al. 2003). En el
primer caso, el promotor Deficiens Homologue 9 (DeH9) de Antirrhinum majus (L.) dirige la
expresion del gen iaaM especificamente a los dvulos. El gen jaaM codifica la enzima triptéfano
monooxigenasa que convierte el triptdfano en indolacetamida. Esta sustancia no tiene actividad,
pero es hidrolizada por las plantas para dar lugar al acido indolacético (IAA), la auxina mas comun
en plantas. Esto produce un aumento en la concentracién de auxinas en los dvulos, lo que induce
el desarrollo de frutos partenocarpicos en ausencia de fecundacién, pero no impide el desarrollo
de frutos con semillas cuando tiene lugar la polinizacién. Esta estrategia ha sido efectiva para la
obtencién de plantas partenocarpicas en tomate (Ficcadenti et al. 1999) y otras especies, como
tabaco, berenjena (Rotino et al. 1997), fresa, frambuesa (Mezzetti et al. 2004), pepino (Yin et al.
2006) y vid (Costantini et al. 2007). Otras estrategias, como la utilizacién de genes implicados en la
ruta de sefializacion hormonal podrian ser Utiles para la obtenciéon de frutos partenocarpicos (Ver

apartado 2.1).

Recientemente, en nuestro laboratorio se desarrollaron plantas androestériles que producen
frutos partenocdarpicos, en dos variedades de tomate Micro-tom y la variedad comercial
Moneymaker (Medina et al. 2013). Estas plantas fueron obtenidas a partir del uso de un promotor
especifico de anteras PSEND1, ligado al gen citotdxico barnasa. La expresién de este gen desde los
primeros estadios de desarrollo de la flor, no permite el desarrollo de las anteras, produciendo asi
flores androestériles. En estas plantas los ovarios inician su crecimiento sin necesidad de que

ocurra la fertilizacién produciendo frutos partenocdrpicos. Sin embargo, los ovarios de estas
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plantas son completamente funcionales, por lo que pueden ser usados como parentales
femeninos para la obtencion de semillas. Adicionalmente, en los frutos de plantas
PsEND1:barnasa se observd un incremento en los niveles de algunos metabolitos y compuestos

volatiles que contribuyen a mejorar la calidad y valor nutricional del fruto.

3 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN PLANTAS

Los organismos eucariotas, entre los cuales se encuentran las plantas, han desarrollado distintos
mecanismos que permiten regular la expresidn génica a lo largo del desarrollo, en respuesta a
sefales de su entorno. El control transcripcional es uno de los mecanismos mas importantes por
el cual se regulan los niveles, el momento y el tejido en que se expresa un gen. Para que se inicie
la transcripcion de un gen se requiere la formacién de un complejo de pre-iniciacién (PIC: Pre-
Initiation Complex), que consiste en la union de la RNA-polimerasa y proteinas especializadas a la
region promotora del gen. Dentro de este grupo se incluyen la proteina de unién a la caja TATA,
asi como factores transcripcionales que interaccionan con elementos reguladores en cis,
presentes en los promotores de sus genes diana. Estos factores se clasifican en activadores si se
incrementa la expresién de un gen o represores si se disminuye la misma (Martinez 2002). La
regulacién de los genes eucaridticos se basa principalmente en las interacciones especificas de la
RNA-polimerasa con los distintos factores transcripcionales. Un factor de transcripciéon dado
puede desempefiar diversos papeles regulando la expresidon de distintos genes en respuesta a
estimulos que la planta percibe o a los propios procesos fisioldgicos de la planta. A su vez los
factores transcripcionales se regulan por diferentes mecanismos, entre los cuales se encuentran la
autorregulacidn, modificaciones post-traduccionales, degradacién por el proteosoma o transporte
al nucleo, entre otros muchos otros (Schwechheimer et al. 1998). Los factores que se unen
especificamente al DNA suelen contener distintos dominios funcionales responsables de: la uniéon
especifica a los elementos reguladores en cis, de la activacion y/o represidn, de las interacciones
proteina-proteina y de la localizacion subcelular (Liu et al. 1999). Los dominios de unién a DNA de
los factores transcripcionales estdn altamente conservados y esto ha permitido la clasificacién de

ellos en distintas familias y super familias (Riechmann et al. 2000).

3.1 Factores de Transcripcion tipo DOF

Dentro de los factores de transcripcion existe una familia de proteinas tipo zinc finger o dedo de
zinc que interaccionan o se unen al DNA, RNA u otras proteinas. La clasificacion de estas proteinas
se hizo de acuerdo con el nimero y el orden de los residuos de cisteina e histidina que coordinan
el ién Zinc (Zn?*), tal como C2H2, C2HC, C2C2, C2HCC2C2, C2C2C2C2, entre otros (Ciftci-Yilmaz and

Mittler 2008). Existe una familia de proteinas zinc finger especifica de plantas de tipo C2C2
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denominada DOF (DNA-binding One Zinc Finger) (Yanagisawa 2002; Lijavetzky et al. 2003;
Noguero et al. 2013). Las proteinas que pertenecen a la familia DOF usualmente presentan dos
dominios. El primero ubicado generalmente en la regién N-terminal, es el dominio de unién a
DNA de 52 residuos de aminodcidos que contiene una secuencia con 4 residuos de cisteina
conservados Cx2Cx21Cx2C (donde X representa cualquier aminoacido) que coordinan el idn Zinc
(Yanagisawa 2002). El segundo es un dominio variable implicado en la regulacion transcripcional
que esta ubicado en la region C-terminal (Yanagisawa and Sheen 1998; Yanagisawa 2001; Diaz et
al. 2002). El dominio DOF reconoce especificamente la secuencia AAAG (o su secuencia reversa
complementaria CTTT) en la secuencia promotora de genes de plantas (Yanagisawa 2002).
Ademas de regular la expresion génica mediante la uniéon a promotores de genes diana, las
proteinas DOF pueden regular la transcripcion a través de interacciones proteina-proteina, con la
formacién de homodimeros o heterodimeros (Yanagisawa 1997). Debido a esto las proteinas
pertenecientes a esta familia se les considera proteinas bi-funcionales (Yanagisawa 1995; Zhang et
al. 1995; Yanagisawa 2004). Ademas estas proteinas pueden ser activadoras o represoras de la
transcripcién (Noguero et al. 2013). El primer gen descrito que codifica una proteina tipo DOF se
aislé de hojas de maiz (Yanagisawa and lzui 1993), y a partir de este momento se identificaron
factores de transcripcion DOF en muchas especies vegetales. Los genes DOF se encuentran en
todas las plantas superiores, angiospermas y gimnospermas, asi como en las plantas inferiores
incluyendo el alga verde Chlamydomonas reinhardtii y el musgo Phycosmitrella patens (Moreno-

Risueno et al. 2007).

Los factores transcripcionales tipo DOF participan en la regulacién de procesos bioldgicos Unicos
en plantas que representan adaptaciones importantes adquiridas durante su proceso evolutivo
(Moreno-Risueno et al. 2007). Dentro de estos procesos se encuentran la fotosintesis, la sintesis
de proteinas de reserva en la semilla, desarrollo y germinacién de la semilla, dormicién, tiempo de
floracién, expresion de genes especificos de células guarda, entre otros (Revisado por Yanagisawa,
2002). Asi mismo, se ha descrito que las proteinas DOF también estan involucradas en la
regulacién del metabolismo del carbono (Yanagisawa 2001), regulaciéon de la sintesis de lipidos en
las semillas (Wang et al. 2007), la expresién de genes de la pared celular (Wei et al. 2010), la
regulaciéon de genes de defensa (Yanagisawa 2000; Tanaka et al. 2009), la respuesta a estrés
abiotico (Corrales et al. 2014), el ciclo celular (Skirycz et al. 2008) y el desarrollo del tejido

vascular (Gualberti et al. 2002; Papi et al. 2002; Le Hir and Bellini 2013).
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4 EL TOMATE COMO SISTEMA EXPERIMENTAL PARA ESTUDIOS DE DESARROLLO

La planta modelo mas estudiada en los Ultimos afios es Arabidopsis thaliana, la cual ha sido clave
en la busqueda de genes reguladores que controlan el desarrollo de flores y frutos (Seymour et
al. 2012). Sin embargo, aunque se puedan comparar el desarrollo de frutos de Arabidopsis con el
de los frutos de especies de plantas horticolas, existen diferencias fundamentales en su
desarrollo, que hacen necesario estudiar las bases genéticas y moleculares del desarrollo de
frutos carnosos en especies de interés agrondmico. El tomate es un sistema experimental
adecuado para el estudio de procesos de desarrollo en las especies cultivadas con frutos carnosos.
Pertenece al género Solanum, uno de los mds grandes del grupo de angiospermas, que incluye
una gran cantidad de plantas anuales y perennes de diversos tipos de habitats. Entre las
caracteristicas que han permitido que el tomate se utilice como especie modelo destaca el hecho
de que se trata de una planta autégama diploide (2n=24), presenta un ciclo de vida relativamente
corto, un elevado potencial reproductivo, de fécil polinizacién y propagacidon vegetativa, y su
genoma es relativamente pequefio (950 Mb). El programa de secuenciacion de genoma del
tomate inicié en el afio 2004 a través del consorcio internacional Solanaceae Genome Project
(SOL) y recientemente se ha obtenido la secuencia gendmica del tomate. Los datos generados se
encuentran disponibles en GenBank con el nimero de accesién AEKEO0000000 (Tomato-Genome-
Consortium 2012). Los estudios de esta especie han llevado a la obtencién de numerosos recursos
genéticos y gendmicos: poblaciones cartografiadas, colecciones de ESTs, con aproximadamente
150.000 secuencias disponibles o el desarrollo de marcadores de DNA, que han sido aplicados
para la construccidon de mapas de ligamiento genético (Shirasawa and Hirakawa 2013). Todos los
datos generados estan disponibles en la base de datos de The Sol Genomic

Network (SGN; http://solgenomics.net/), la cual retne informacion de las especies de solanaceas

(Bombarely et al. 2011). Adicionalmente se han puesto a punto métodos de transformacién
genética para esta especie (Ellul et al. 2003). Todas estas razones convierten al tomate en un

excelente sistema experimental para el estudio del desarrollo de frutos carnosos.
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La fructificacion, entendida como el cuajado y desarrollo del fruto, es uno de los procesos mas
importante de las plantas, ya que de ella dependen su reproduccién y propagacion. Desde el
punto de vista agrondmico, el cuajado del fruto representa uno de los elementos limitantes de la
produccién agraria. En los ultimos afios se han producido numerosos avances en el conocimiento
de las bases moleculares del proceso de maduracion del fruto de tomate (revisado por Seymour
et al. 2013). Sin embargo, sabemos menos sobre los procesos de desarrollo del ovario y cuajado
del fruto aunque son igualmente importantes tanto para la produccién como para la calidad final

de los frutos.

El objetivo general de este trabajo es la identificacidn y andlisis funcional de genes que regulan el

desarrollo del ovario y en el cuajado del fruto de tomate.

Con esto se pretende aportar informacidon necesaria del control genético de procesos de
fructificacién en plantas con frutos carnosos, que servira de base para futuros abordajes

biotecnoldgicos de mejora del cuajado y desarrollo del fruto.
Para alcanzar el objetivo principal nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

Primero: Caracterizar genética y molecularmente un mutante estéril de tomate con desarrollo

partenocarpico de frutos. Para ello, nos propusimos:

e Caracterizar el fenotipo de la linea mutante partenocarpica:
o Estudiar el desarrollo de los estambres y el ovario de las lineas mutantes.
o Estudiar el desarrollo del fruto de las lineas mutantes.

e Esclarecer el posible papel de las giberelinas y auxinas en el fenotipo mutante.

e Determinar la localizacion cromosémica de la mutacion.

Segundo: Determinar cual es el papel del gen SIDOF10 durante el proceso de fructificacion en
tomate. Este gen fue identificado a partir del analisis transcriptdmico del desarrollo auténomo del
ovario en lineas partenocdrpicas de tomate generadas en nuestro laboratorio. Los genes
diferencialmente expresados se cribaron en experimentos de silenciamiento transitorio (VIGS)
identificando al gen SIDOF10 como un gen candidato a participar en el cuajado y desarrollo del

fruto de tomate.

Dentro de este objetivo nos propusimos realizar la caracterizacion molecular y el analisis funcional

del gen en plantas de tomate de acuerdo con lo siguiente:
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Caracterizacion Molecular:

e Caracterizar in silico la secuencia génica y la proteina codificada por el gen SIDOF10.
e Determinar el patrén de expresién del gen SIDOF10 durante el desarrollo de la planta.
e Determinar el patrén de expresién del gen SIDOF10 en el desarrollo floral.

e Identificar posibles elementos reguladores de la expresion del gen SIDOF10

Analisis funcional:

e Obtener y caracterizar lineas transgénicas de sobre-expression del gen SIDOF10 en la
variedad Micro-Tom.
e Obtener y caracterizar lineas transgénicas de pérdida de funcion (RNAI) del gen SIDOF10

en la variedad Micro-Tom.
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1 MATERIAL VEGETAL Y SU MANIPULACION

1.1 Material vegetal

En este trabajo se utilizaron plantas de tomate pertenecientes a tres variedades diferentes,
Micro-Tom, P73 y M82. Como sistema heterdlogo en algunos experimentos, se utilizaron plantas

de Arabidopsis thaliana de los ecotipos Landsberg erecta y Columbia.

La variedad ornamental Micro-Tom esta desarrollado a partir del cruce entre las variedades
Florida Basket y Ohio 4013-3 (Scott and Harbaugh 1989). Las plantas de Micro-Tom poseen un
crecimiento determinado, entrenudos cortos, frutos pequefios y su desarrollo es rapido
comparado con otras variedades no enanas. El fenotipo de Micro-Tom es debido a la presencia
de al menos tres mutaciones, dos de las cuales han sido caracterizadas y corresponden a
mutaciones puntuales en los genes Self-pruning (SP) y Dwarf (D). SP controla el fenotipo
determinado/indeterminado de la inflorescencia. D codifica una 6-deoxocatasterona
dehidrogenasa, de la ruta de biosintesis de brasinosteroides y la mutacion del gen D, conlleva la
produccién de hojas pequefias, rugosas y oscuras. Ademds, existe otra mutacién, aun no
caracterizada, que causa una reduccién en la longitud de los entrenudos, pero que no afecta el
metabolismo de las giberelinas. A pesar de estas mutaciones que alteran enormemente la
arquitectura de la planta, las estructuras reproductivas se desarrollan normalmente, lo que indica
gue Micro-Tom puede ser usado para investigar el cuajado y desarrollo del fruto (Marti et al.
2006).

La variedad P73, es una linea de tomate comercial para consumo en fresco de crecimiento
indeterminado. Esta variedad ha sido empleado por el grupo del doctor Vicente Moreno (IBMCP)
y Rafael lozano (UAL), para obtener una coleccidon de mutantes de insercion por T-DNA, a partir de

la cual se obtuvo la linea mutante 366-ET-73 (posteriormente hyd-1).

La variedad M82 proviene de la variedad comercial UC-82 (Stevens et al., 1982) y presenta un
crecimiento determinado que le confiere una apariencia arbustiva. Esta variedad ha sido usada
por el grupo de investigacidon del doctor Dani Zamir (The Hebrew University of Jerusalem — Israel)
para obtener una coleccion de mutantes por Etil Metil Sulfonato (EMS) (Menda et al. 2004) a

partir de la cual se obtuvo la linea mutante e1450m1 (posteriormente hyd-2).

1.2 Condiciones de cultivo
1.2.1 Plantas de tomate
Las plantas de tomate se cultivaron en el invernadero donde se dispusieron en macetas de

diferentes tamanios (dependiendo del porte de la variedad). Como sustrato se utilizé fibra de coco
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y el riego se realizé dos veces al dia con solucidn nutritiva (Tabla 1), colocando 2 goteros por
maceta. Las condiciones de temperatura fueron de 24 + 2°C durante el dia y 20 + 2°C durante la
noche. La humedad relativa en el dia oscilé entre 45-65% y 75-90% en la noche. Para mantener un
fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) la luz natural se suplementé con

luz artificial mediante lamparas de vapor de mercurio de 400w.

Compuesto Dosis (g/L)
PO4H3 0,15
Ca(NO3)2 0,82
NOsK 0,2
S04K> 0,35
SOsMg 0,24
BMX (Micronutrientes) 0,1

Tabla 1. Composicion de la solucién nutritiva utilizada en el fertirriego.
1.2.2 Plantas de Arabidopsis

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en macetas de 12 cm o en bandejas de alveolos, segun el
caso. El sustrato utilizado era una mezcla de turba, perlita y vermiculita en una proporcién 1:1:1.
El riego se hizo con la solucién nutritiva descrita en la tabla 1. La temperatura se mantuvo en
22°C durante el dia y 19°C durante la noche. Al igual que en tomate, se mantuvo un fotoperiodo

de dia largo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

13 TRATAMIENTOS

13.1 Tratamiento de plantas con paclobutrazol

Para inhibir la biosintesis de giberelinas se utilizé el producto paclobutrazol (PAC) (Duchefa) a una
concentracion final de 10°M. Se partié de una solucién madre de PAC disuelto en etanol 96%;
para el tratamiento se prepard la dilucion de PAC con solucién nutritiva a un volumen final de 50
ml; como control negativo se adiciond la misma cantidad de etanol 96% en la solucién nutritiva. El
tratamiento se realizd sobre plantas que presentaban la primera inflorescencia. Cada planta se
regaba, con 50 ml de la solucidn y el tratamiento se hizo cada tercer dia hasta que las flores de la
primera inflorescencia estuvieran en antesis. Finalmente, se analizd el efecto del tratamiento

cuando los frutos de plantas control estaban maduros.

1.3.2 Tratamiento de ovarios con auxinas

Los ovarios de flores emasculadas dos dias antes de la antesis se trataron con una solucién de
acido indolacético (3x10* M, en una mezcla de etanol 5% y Tween 80 0,1%). Se aplicaron 10ul de

la solucidn anterior en cada ovario y como control negativo se trataron ovarios con la mezcla de
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etanol 5% y tween 80 0,1%. Dos dias después los ovarios se recolectaron en nitrégeno liquido.

Este material ha sido utilizado para medir la expresion del gen SIDOF10.

2 PROCESAMIENTO DE MATERIAL VEGETAL PARA MICROSCOPIA

2.1 Fijacidn de tejido vegetal

Las muestras de tejido vegetal se sumergieron en una solucién fijadora. Dependiendo del
procedimiento se utilizé para-formaldehido al 4% en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7,2 conteniendo
Tritén X-100 (0.1%), y en otros casos se utilizd FAE (50% ETOH, 5% acido acético glacial y 4% de
formaldehido). Para ayudar a la penetracion del fijador se realizaron tres pulsos de vacio de 5 min
cada uno, se cambid la solucién por una fresca y se mantuvieron a 4°C durante 16 horas.
Transcurrido el tiempo se eliminé la solucidn fijadora. En el caso de muestras fijadas con para-
formaldehido, la solucion se cambié por tampdn fosfato 0.1M y se procedid a deshidratar el tejido
realizando cambios de una hora en concentraciones crecientes de etanol (30, 50 y 70%). En el
caso de muestras fijadas con FAE se realizé el cambio a etanol 70%. En ambos casos las muestras
se mantuvieron en etanol 70% a 4°C hasta el momento de su inclusién en resina o en parafina

segun el procedimiento.

2.2 Inclusidn de tejido vegetal en resina y tincién con toluidina

El material vegetal fijado previamente como se describié en el apartado 2.1, se incluyd en resina
acrilica Technovit® 7100 (Kulzer). Para ello se realizaron cambios de 1 — 2 horas en soluciones de
Resina:ETOH (v/v) incrementando poco a poco la concentracion de resina (1:2, 1:1, 2:1) hasta
llegar a resina pura (100%) en donde se dejaron un periodo superior a 12 horas. El montaje de
muestras se realizé en capsulas de gelatina y para la polimerizacion se siguieron las instrucciones
de por la casa comercial. A partir de las muestras incluidas en resina se obtuvieron cortes
histolégicos de 2 um de espesor utilizando cuchillas de cristal y el equipo ULTRA CUT E de
Reichert-Jung. Los cortes se dispusieron en portaobjetos tratados con poly-lisina, se tifieron con
toluidina 0.5% durante un minuto y luego se lavaron con abundante agua. Finalmente los cortes

se montaron con Merckglass (Merck®) y se visualizaron mediante microscopia éptica.

2.3 Inclusidn de tejido vegetal en parafina

El tejido se fijo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.1. Para la inclusién en parafina se
utilizé el procesador de tejidos (Leica TP1020) el cual se programo siguiendo las instrucciones del
fabricante. El programa utilizado fue el siguiente: En primer lugar las muestras se deshidrataron
en concentraciones crecientes de etanol durante una hora cada una (70, 90, 90, 95, 95 y 100%).

En la segunda concentracion de 95% las muestras se tifieron con Eosina-Y al 0,2%. Posteriormente
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se sumergieron tres veces en Histo-Clear® (National Diagnostics) y finalmente se transfieren a

parafina Paraplast® Plus (McCormick Scientific) fundida a 58°C aplicando vacio.

Tras la inclusidon en parafina las muestras se colocaron en moldes de aluminio con parafina
liquida, se cubrieron con un soporte pldstico y se dejaron solidificar a 4°C. Posteriormente se
realizaron los cortes histolégicos de 8 o 20 um de espesor (segln el caso) utilizando un

micrétomo Microm HM330, y luego se colocaron sobre portaobjetos tratados con poly-lisina.

2.4 Clareado de tejidos
24.1 Clareado de tejidos con la solucién de Hoyer

El clareado de tejidos se realizé segun el protocolo descrito por Liu & Meinke (1998) con algunas
modificaciones. Esta técnica se utilizd para observar la tincion GUS en el tejido reproductivo de
plantas de Arabidopsis. Los tejidos previamente fijados en FAE (ver apartado 2.1), se sumergieron
en la solucion de Hoyer (100 g de hidrato de cloral (Sigma); 7,5 g de gdma arabica (Sigma); 5 ml de
glicerol (Sigma); en 60 ml de agua) durante al menos 48 horas. Transcurrido este tiempo las

muestras se colocaron en portaobjetos y se observaron mediante microscopia dptica.

2.4.2 Tincién y clareado de évulos

Para evaluar el desarrollo de los évulos de plantas de tomate se utilizd el protocolo para la
evaluacidn del saco embrionario de maiz utilizado por Dr. Junyi Chen en el laboratorio del Dr.
Thomas Dresselhaus (Universidad de Regensburg, Alemania). Este protocolo se ha puesto a punto
para tomate, aprovechando una beca de estancia corta concedida por ECOST (European

Cooperation in Science and Technology).

Los ovarios de tomate se cortaron longitudinalmente y se fijaron en FAE, como se describe en el
apartado 2.1. Una vez las muestras estaban en etanol 70%, se inicio la hidratacién en soluciones
decrecientes de etanol (50, 30 y 15%) hasta llegar a agua, las muestran se mantenian 30 min en
cada solucién. Para permitir la tincidn de los évulos, se retiré cuidadosamente la pared del ovario,
e inmediatamente se sumergieron en una solucidn de HCl 6N por 40 min. Tras lavar con agua
durante una hora, los ovarios se trataron con acido periédico 0,5% durante 30 min y nuevamente
se lavd con agua por una hora. Transcurrido el tiempo se realizd la tincion de los évulos con una
solucidn de acriflavina 0,1% durante 30 min y se hicieron tres lavados con agua de una hora cada
uno (incluso toda la noche). Posteriormente se deshidratd la muestra en series crecientes de
etanol (30, 50, 70, 85, 95 y 100%) de 30 min cada una. Cuando las muestras estaban en etanol
100% comenzé la decoloracidn de los évulos en soluciones crecientes de metil salicilato: etanol

(v/v) (1:3, 1:1, 3:1), cada cambio duré minimo 1 hora hasta llegar a metil salicilato puro, en donde
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permanecieron cerca de 16 horas. Finalmente los évulos se pusieron cuidadosamente en

portaobjetos y se analizaron mediante microscopia confocal (ver apartado 3.3).

3 MICROSCOPIA

3.1 Microscopia estereoscopica

Para observar tejidos con bajo aumento (entre 5 y 20 aumentos) se utilizé una lupa binocular
Leica MZ16F, que esta acoplada a una cdmara digital Leica DFC300 FX. Las imagenes se obtuvieron

con ayuda del software LAS (Leica Application Suite) versién 2.6.0 R1.

3.2 Microscopia dptica

Los cortes histoldgicos y cortes de tejidos en fresco, se analizaron bajo el microscopio dptico
Nikon Eclipse E600, en donde se utilizd iluminaciéon de campo claro y la técnica de Normaski o
D.I.C. (contraste diferencial por interferencia). El microscopio esta acoplado a una camara digital
Nikon Digital-Sight (DS-Fil). Las imagenes se obtuvieron con ayuda del software de analisis de

imagen NIS-Elements F3.0.

3.3 Microscopia confocal

Para esta técnica se utilizé6 un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg
GmbH, Heidelberg, Alemania), consistente en un microscopio invertido DMIR2 y una unidad
espectral confocal SL con dos detectores de fluorescencia simultaneos y 4 lineas de laser (458 nm,
488 nm, 514 nm y 534 nm). Para excitar la YFP y la fluorescencia de la acriflavina, se utilizé un
laser de 488 nm, y la emisidn se recogidé entre 500 nm y 520 nm (maximo de emisién: 509 nm). La
clorofila se excité con el mismo laser, y su emisidn se recogié entre 660 nm y 690 nm. La identidad
de la sefial se confirmé en todos los casos mediante un barrido de longitudes de onda (A-scan),

para visualizar la intensidad de la emision a las diferentes longitudes de onda.

3.4 Criomicroscopia electronica de barrido

Esta técnica se utilizé para obtener imagenes en tres dimensiones y de gran resolucion, de los
tejidos florares de plantas de tomate. Las muestras se procesaron en el servicio de microscopia de
la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), donde se utilizd un microscopio electréonico de
barrido JSM-5410 (JEOL) acoplado al instrumental de criomicroscopia “CryoTrans 1500 Cryi-

Preparation System” (Oxford instruments).
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4 MICROORGANISMOS
4.1 Bacterias

Las cepas bacterianas que se han utilizado en este trabajo se detallan en la tabla 2.

Microorganismo Cepa Método de transformacion = Temperatura
Escherichia coli TOP10 Choque térmico 37°C
Escherichia coli DH10B Electroporacion 37°C
Agrobacterium tumefaciens = LBA4404 = Electroporacién 28°C
Agrobacterium tumefaciens = C58 Electroporacién 28°C

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas

4.2 Medio de cultivo para bacterias
Medio LB (Luria-Bertani): 1% triptona. 0,5% extracto de levadura, 1% NacCl, pH 7,0. En los casos

donde se utilizaba el medio sélido se adicionaba 1,5% de agar bacteriolégico (Pronadisa).

4.3 Transformacion de cepas bacterianas

Para la transformacién de células bacterianas se descongelé en hielo una alicuota de 40 pL de
células competentes, a la cual se le adiciond 1 pL del plasmido llevando la construccién de interés.
La cepa de E. coli TOP10 fue transformada siguiendo el protocolo de choque térmico
proporcionado por el fabricante (Invitrogen®). En el caso de las cepas de E. coli DH10B y A.
tumefaciens (LBA4404 y C58) la transformacién se llevd a cabo por electroporacién. Tras afiadir el
DNA plasmidico a la alicuota de células competentes, la mezcla fue transferida a una cubeta de
electroporacién (BioRad®) previamente enfriada en hielo, luego se aplicé un pulso eléctrico a
través del equipo Gene Pulse (BioRad®). Para la cepa DH10B las condiciones de electroporacion
fueron 200 Q, 25 pFy 1,8 kV y para A. tumefaciens 400 Q, 25 uFy 1,8 kV.

En los todos los casos las células bacterianas transformadas se resuspendieron en 700 plL de
medio LB sin antibidticos, y se incubaron en agitacion constante durante 1h a 37°C, para E.coliy
2h a 28°C para A. tumefaciens. Tras la incubacién sin presién de seleccion, las células bacterianas
se plaquearon en medio LB suplementado con antibidtico, con el fin de seleccionar las células

transformadas.

Antibidtico Concentracion (ug/ L)
E. coli A. tumefaciens

Espectinomicina 100 100
Rifampicina - 100
Kanamicina 50 50

Tabla 3. Antibidticos utilizados para la seleccién de colonias bacterianas recombinantes.
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5 PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

5.1 Extraccion de DNA plasmidico
Para la extraccion de DNA plasmidico se partié de 3 ml de cultivo crecidos durante una noche en
LB suplementado con antibidtico, posteriormente se siguié el protocolo establecido de extraccion

y purificacion de DNA plasmidico del sistema Rapid Plasmid System® de Marligen Biosciences, Inc.

5.2 Extraccion de DNA gendmico

Para el genotipado de las plantas, se tomaron 300 mg de hojas jévenes, que se maceraron en 500
uL de tampdn de extraccidn (0,2M Tris-HCL pH 9,0; 0,4 M LiCl; 25 mM EDTA; 1% v/v SDS). Tras una
centrifugacién de 5 min a 13.000 r.p.m., 350 uL del sobrenadante se transfirieron a un tubo
eppendorf que contenia 350 uL de isopropanol y la mezcla se centrifugd por 10 min. El
sobrenadante se elimind y el sedimento se lavé con etanol al 70% (v/v) 2 veces. El sedimento se
dejé secar y se resuspendié en 200 uL de agua destilada. La cuantificaciéon se realizé mediante el

espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000.

Para el andlisis de Southern blot y la amplificacion de fragmentos a partir de DNA gendmico se
utilizé el reactivo Plant DNAzol®de Invitrogen™, el cual permite obtener un DNA de mayor pureza
y mejor calidad. La extraccién se hizo a partir de 100 mg de tejido cogelado en nitrégeno liquido, y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Finalmente la cuantificacion se realizé mediante el

espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000.

5.3 Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA total se realizd a partir de 100 mg de tejido vegetal congelado en nitrégeno
liquido, siguiendo las instrucciones del fabricante del sistema RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). El
RNA se cuantificd usando un espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 a 260 nm. Posteriormente
el RNA extraido se utilizé para la sintesis de cDNA necesario para los experimentos de RT-PCR

cuantitativa a tiempo real.

6 AMPLIFICACION DE DNA POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacion de fragmentos de DNA se realizé a partir de 50 ng de DNA como molde. La
mezcla de reaccidén contenia 0.4 uM de cada uno de los oligonucledtidos especificos del
fragmento a amplificar (Tabla 4), 1 pL de dNTPs 10 mM, 5 pL de tampdn de reaccién 10X, 1,5 pL
de MgCl250 mM vy 1,25 unidades de DNA polimerasa (Biotools®) en un volumen final de 50 pL. Las
reacciones se desarrollaron en un termociclador Perkin EImer 2.400 en las siguientes condiciones:
una incubacion inicial de 94°C 2 min; seguida de 30 - 35 ciclos de amplificacién y una incubacién

final de extensidon. Cada ciclo de amplificacion consistid en tres etapas: la primera de
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desnaturalizacion 94°C durante 30 s; luego una de anillamiento de 30 s a la temperatura éptima
de hibridacién de los oligonicledtidos utilizados (T), la cual se consideré en funcién de la
temperatura de fusién estimada (Tm) de cada uno de ellos (ver tabla 2); y la tercera etapa de 72°C

durante 30 s que corresponde a la extensidn.

Tm

Oligonucleétido Secuencia 5’-3’ o o Uso
8 (c) ()
KAN dir GACAAG CCGTTTTACGTT TG 66 58 .
Genotipado
KAN Rev GAT ACTTTCTCG GCAGGAG 68 58
M13 Dir GTA AAA CGA CGG CCA GT 55 56 Amplificacidn de sondas para
M13 Rev AAC AGC TAT GAC CAT G 55 5 Southernb I‘I’; ;:Ebr'dac'ones
SIDOF10 ORF Dir ATG ATT CAA GAG CTG TTT GCA GG 66 58 Amplificar secuencia
SIDOF10 ORF Rev TTA AAG ATATGC CCCATT TGC TG 65 58 codificante del gen SIDOF10
Amplificar de la secuencia
SIDOF10 -STOP Rev AAG ATATGC CCCATTTGCTG 65 58 codificante del gen SIDOF10
sin el coddn de parada
SIDOF10 corto Dir CAC TTC CGT TTG AGT TTATTG G 58 56 Amplificar fragmento para
construccion VIGS e
SIDOF10 corto Rev ATATGC CCC ATT TGC TGT TGG 53 56 hibridacién in situ.
Psipor Dir GAA GAG TGA TAA GTC CTA GTG 51 56 Amplificar region promotora
Psipor Rev AGC AAATGA GATTGC TCT TGA 52 del gen SIDOF10
SIDOF31 Dir GTC CAT GCT ATTTGG TGG TG 52 56 Amplificar fragmento para
construccion VIGS e
SIDOF31 Rev TGATTC AAATTG CTC CAAGC 50 56 hibridacidn in situ.

T7 Servicio de secuenciacion Secuenciar insertos en pCR8

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

7 ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE
DNA

Los fragmentos de DNA se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8-3 % (p/v) en
tampdén TBE 1X (Tris 0,89 M; 4cido boérico 0,89 M; EDTA 2 mM (pH=8,0)), que también fue
utilizado como tampdn de electroforesis. Las muestras se mezclaron con tampdn de carga 6X
(azul de bromofenol 0,25% (p/v); azul de xilencianol 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v)) hasta una
concentracién final 1X y la electroforesis se realizd a voltaje constante durante el tiempo
necesario. Ademas, los geles contenian 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, lo que permitié visualizar

el DNA tras exponer el gel a luz ultravioleta.

Para la purificacion de fragmentos de DNA, las bandas se observaron bajo luz ultravioleta y se
cortaron del gel con ayuda de una cuchilla. La purificacion de DNA se llevd a cabo mediante el

sistema QIAquick Gel Extraction Kit® (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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8 DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las digestiones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 1,5 ml con 5-10 U de la enzima / 1 pg
DNA. En cada reaccion la enzima iba acompafiada de su respectivo tampdn segun las condiciones
recomendadas por la casa comercial. La incubacién se realizé en un termobloque Thermomixer
confort (Eppendorf®) durante dos horas a 37°C. Después de la incubacién, la digestion se

comprobd mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

9 TECNICAS DE CLONACION
9.1 Plasmidos utilizados
En este trabajo se utilizaron distintos pldsmidos en funcion del objetivo de cada experimento. En

la tabla 5 se detalla la lista de plasmidos, con sus caracteristicas, la procedencia y el uso que se le

ha dado.

Plasmido Caracteristicas Referencia/ Uso
procedencia
pCR8 Spec®; promotor T7, sitios M13; Invitrogen™  Clonaje de fragmentos, vector de entrada a la
sitios attL1 y attL2 tecnologia Gateway
pEarleyGate101 = KanR; sitios attR1 y attR2; gen Earley et  Fusion traduccional SIDOF10-YFP
reportero YFP. al.,2006
pEarleygate104 = KanR; gen reportero YFP; attR1l y = Earley et | Fusién traduccional YFP-SIDOF10
attR2 al.,2006
pTRV1 KanR; posee el RNA1 del virus TRV | Liu et al, Plasmido complementario para la infeccién
2002 viral en el ensayo VIGS
pTRV2 KanR; posee en RNA2 del virus Liu et al, Plasmido con el fragmento del gen de interés,
TRV; 2002 utilizado en el ensayo VIGS
Sitios attR1 y attR2
pKGWFS7,0 Spec®, gen reportero GUS Karimi et Fusion del promotor PSIDOF10 al gen
al., 2002 reportero GUS

pK7GWIWG2(l) = Spec®, dos sitios attR1 y attR2 = Karimi et Silenciamiento del gen SIDOF10
invertidos, separados por un @ al., 2002

intrén.

pK2GW7 Spec®; Promotor constitutivo 35S = Karimi et = Sobre-expresion del gen SIDOF10
de CaMV (Cauliflower Mosaic @ al., 2002
Virus).

Tabla 5. Plasmidos utilizados.

Los sitos attL y attR, son sitios de recombinacidn homéloga correspondientes a la tecnologia Gateway.

RLos antibidticos a los cuales confiere resistencia el plasmido, se indican como: espectinomicina (Spec), Kanamicina
(kan) y ampicilina (Amp).

9.2 Ligacion de fragmentos mediante la técnica de recombinacion homoédloga Gateway

(Invitrogen™)

La tecnologia Gateway se basa en las propiedades de recombinacién sitio especificas del
bacteriéfago lambda, el cual contiene sitios de recombinacion bien caracterizados conocidos
como att (site-specific ATTachment). En primer lugar los productos de PCR amplificados se
clonaron en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO TA® (Invitrogen™, EUA), el cual contiene las

secuencias de recombinacion attLl y attL2 y dos sitios EcoRl, que flanquean el fragmento de
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interés. Posteriormente, los clones obtenidos se mandaron secuenciar, para verificar su secuencia
y determinar la orientacién del fragmento respecto al promotor T7 del vector. Una vez se
determind la orientacién del fragmento clonado, los fragmentos en la orientacidon adecuada se
incorporaron en los vectores de destino del sistema Gateway que contiene dos lugares de
recombinacidn attR1 y attR2 mediante una reaccidén de recombinacion catalizada por la enzima LR

Clonasa (Invitrogen™).

9.3 Secuenciaciéon

La secuenciacién de fragmentos se llevd a cabo en el servicio de secuenciacién de DNA del
instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (Universidad Politécnica de Valencia — CSIC),
donde se utilizd un secuenciador capilar ABl 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los

cebadores usados se indican en la tabla 4.

10  ANALISIS DE SECUENCIAS

Para el andlisis de secuencias se utilizaron distintos programas que se describen en la tabla 6.

Pagina web / Programa Organizacion/referencia Uso
- . - . R | tario d
http://www.bioinformatics.org/ Bioinformatics eversa comp e”.‘e” ario ae
secuencias
http://www.uniprot.org/ Uniprot Alineamiento de secuencias
ExPASy Traduccién de cDNA a proteina/
http: .expasy.or; . . L . ,
p://www.expasy.org/ Swiss Institute of Bioinformatics analisis de proteina
. . The National Biotechnol . .
www.ncbi.nlm.nih.gov e Nationa Centerfo.r lotechnology BLAST, busqueda de homologias
Information
- . Busqueda de motivos de regulaciéon
http://bioinformatics.psh.ugent.be/ PlantCare
en promotor
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ PLACE Busqueda de motivos de regulacion
p: T 80P, en promotor
http: . ft .net . . , X -
p://www.megasoftware.net/ Tamura et al., 2013 Alineamiento y arbol filogenético

MEGA6

Tabla 6. Programas utilizados en este trabajo.

10.1  Arbol filogenético

Para realizar el arbol filogenético, se utilizo el programa MEGA6 (Tamura et al., 2013) usando el
método estadistico Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), con las opciones “Poisson model” y
“Pairwise deletion” habilitadas. La confiabilidad del drbol obtenido se analiz6 usando el analisis
“bootstrap” con 1000 repeticiones. Se usaron 16 secuencias nucleotidicas de genes DOF
homdlogos de diferentes especies vegetales obtenidas a partir del GenBank (Tabla suplementaria

1). El arbol se enraizé usando la secuencia del gen PaDOF de Picea abies.
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http://www.megasoftware.net/

11  ESTUDIOS DE EXPRESION

11.1  RT-PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

Para el andlisis de expresion de los genes en estudio se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Se disefiaron oligonucleétidos utilizando el programa
Primer Express v.2.0 (Applied Biosystems™) a partir de las regiones especificas para cada gen

(tabla 7).

A partir de 2 pg de RNA total previamente tratado durante 30 min con una DNasa (Turbo DNA-
free de Fermentas™), se realizd la sintesis de la primera cadena del cDNA para lo cual se utilizé el
sistema Primer Script RT reagent kit ® (TaKaRa), siguienndo las recomendaciones del fabricante.
Este sistema se basa en la accidn de la retrotranscriptasa de MMLV (Moloney Murine Leukemia

Virus), y como cebador se utiliza una mezcla de oligo(dT) y hexameros.

Gen Oligonucleétido directo 5’-3’ Oligonucleétido Reverso 5’-3’ Referencia
SIGA200x1 | CTCATTGTGATCCAACATCATTAACA CCATAAATGTGTCGCCTATATTAACC Marti et al., 2007
SIGA200x2 | AAACCAGATCTTGCGTTAGGAACT CACTGGTTGTCCATGAAAACTTGT Marti et al., 2007
SIGA200x3 | TTGTCCCAAGAAAGATAAGGTGATT | GTTTGTAGGGTGTTCATATCAGCTCTATAT | Marti et al., 2007

SIGA30x1 CGCTCTCCTGATGGTGTCACT TTCAGACCACATGAGCTTCGA Marti et al., 2007
SIGA30x2 CGGGTTGTACCCGAGTGTTC CCCATATAGATAGGCCACTGAAAGA Medina et al.,2013
SIGA20x1 TCACCCCATGCTAGAATTTGTTG TGGTGTTGTAGTGACCAATTCTAAGG Medina et al.,2013
SIGA20x2 | GAAAAAATTGCAGCCTCATAATAATTT TCCTAACATGGTGGGACTTTGTC Medina et al.,2013
SIDELLA GATATGGCGGATGTTGCTCA ACCCATAGCCATCTCAAGCTGT Este trabajo
SIIAA3 AAGTTAGCATGGATGGAGCACC AAACCTGAAGATCAATTTTCCTCAA Medina et al.,2013
SIIAA9 GGCCACCCATTCGATCTTTT TTCTTCGAGGCAGAGGCTAGA Medina et al.,2013
SIARF7 GCTGACACTGAAACTGATGAGGTC GACAGGTTGAAGAGTCATCTGAGC Medina, 2010
SIARF8 CCCGAGGATGTGCAGAAACT GCGGTTTAGGGATCCAACCT Medina, 2010
SITIR1 GCAGCTGTAAGCTTGACCTGAG CTTGCTGGAATTTCCCATTTG Este trabajo
SIPIN 1 GGGCTTTGAAGCTGATGATG TTGTTCCCAACAATTGACCA Nishio et al 2010
SIPIN2 CAGTGCTGCCTGCAGTTAAA TTCCACCAACGAACAGAACC Nishio et al 2010
SIPIN4 ACTCCTTAGCAAACACAAATGGG TTTAGGCTGCATTGCCACAA Este trabajo
SIDOF10 TCATTTCTGCAAGACTTGTCGAC CGTAACGCGCCTCCTTTAGT Este trabajo
SIDOF31 TCCACATCAACAGTTGGTGGA ACCAAATGAAGAAAATTGATTGAAAA Este trabajo
SIACT8 CAAGTTATTACCATTGGTGCT TGCAGCTTCCATACCAATCAT Este trabajo

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados para el andlisis de expresion mediante RT-qPCR.

Las mezclas de reaccién para la RT-qPCR se prepararon en placas de 96 pocillos (Applied
Biosystems™), en un volumen final de 20 pL, con 3 pL de cDNA (500 ng/ pL), 10 puL de SYBR®
GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems™) y los dos oligos en una concentracién final 0,3 uM
cada uno. La placa se transfiriéd a un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System acoplado con
el programa informatico especifico (Applied Biosystems™), donde se llevé a cabo la amplificacidn

siguiendo las condiciones establecidas por el fabricante. Estas condiciones consistieron en una
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atemperacion de 2 min a 50°C, una desnaturalizacién de 10 min a 95°C, y 40 ciclos de
amplificacion, cada uno de los cuales consistia en una desnaturalizacién de 15 s a 95°C y una
elongacion de 1 min a 60°C. Para cada cDNA se realizaron tres replicas técnicas. Los niveles
relativos de expresidon se calcularon usando el método 222 (Applied Biosystems™) donde:
Ct=Ciclo umbral o “Treshold Cycle”, es el ciclo en el que empieza a detectarse la amplificacion por

encima del nivel basal de florescencia.

Para cada muestra:
ACt=Ct gen de interés-Ct gen enddgeno

AACt=ACt muestra-ACt muestra referencia

En los andlisis se usé como gen enddgeno normalizador el gen ACTINAS (SIACT8) (Martin-Trillo et
al. 2011), cuya expresidon es constante en todos los tejidos analizados. El calculo comparativo CT
es valido cuando las eficacias de amplificacién de los genes en estudio y el gen calibrador son
similares. En todos los ensayos de expresion génica las eficiencias de amplificacién estaban entre

90- 100%.

11.2  Hibridacion in situ

11.2.1 Generacidn de sondas marcadas con digoxigenina

Las ribosondas se sintetizaron a partir de un fragmento de cDNA de 428 pb del gen SIDOF10y 399
pb del gen SIDOF31, clonados en el vector pCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen™, EUA). La
amplificacion de los fragmentos se realizé mediante PCR con los oligonucleétidos M13 directo y
reverso propios del vector (Ver tabla 4), posteriormente los fragmentos amplificados se
purificaron a partir de un gel de agarosa 1% y se utilizaron como moldes para cada sonda. Se
transcribié la sonda en “antisentido” respecto al promotor T7 del vector, y como control negativo

frente a hibridaciones inespecificas se generé una sonda en “sentido”.

En la transcripcion in vitro se prepard una reaccion de 20 pL que contenia 200 ng de molde de
cDNA amplificado, 2 pL de DIG RNA Labeling Mix (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM
UTP, 3,5 mM DIG-11-UTP. Roche®), 2 uL de inhibidor de RNasas (Protector RNase Inhibitor,
Roche®) 2 uL de T7 RNA polimerasa y 2 uL de tampdn 10X (Roche®). Esta reaccion se incubd
durante 2 h a 37°C. Tras la incubacidn cada sonda se traté con 1 uL de DNasa | libre de RNasa
(Roche®) durante 15 min a 37°C. Para detener la reaccién se adicionaron 2 uL de EDTA 0,2M y
luego se afiadio 1 pL de tRNA de levadura (10 pg/ L, Roche®). La precipitacién se realizé en 10 pL
de LiCl 1My 75 pL de etanol 100% y se almacené a -20°C toda la noche. Al dia siguiente las sondas

se centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 15 min, se lavaron en etanol 80% y una vez secas se
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resuspendieron en 10 pL de agua desionizada estéril libre de RNasas. Para la cuantificacidn de la
sonda se utlizé 1 puL y los 9 pL restantes se resuspendieron en 91 uL de tampdn de hibridacion

que inmediatamente se guardd hasta su uso a -20°C.

11.2.2 Cuantificacion de la sonda

La cuantificacién de la sonda se realizé mediante la técnica de hibridacion de acidos nucleicos tipo
“dot blot”. A partir de 1 pL de la sonda sintetizada se prepararon diluciones 1/25, 1/100y 1/250. 1
pL de cada dilucién se dispuso en una membrana de nylon (Hybond N+), que se secé y se fij6é con
luz ultravioleta. Como control de la cuantificacion se utilizé un RNA marcado con Digoxigenina de
concentracién conocida (Roche®) para el cual se prepararon las mismas diluciones y se
dispusieron en la misma membrana. La membrana se incubé durante 2 min en TBS 1X (TBS 10X:
1M Tris-HCL; 4 M NaCl a pH 7,5) y posteriormente se bloqued en Blocking Reagent 0,5% (Roche®)
en TBS 1X durante 10 min. Posteriormente, la membrana se lavd en la solucidén de BSA (BSA 1%;
Tritdn X-100 0,3%; en TBS 1X) durante 5 min y se incubd durante 20 min con el anticuerpo anti-
Dioxigenin-AP, Fab fragments (Roche®) diluido en la solucién de BSA a una concentracion 1:3000.
Las trazas de anticuerpo se lavaron con la misma solucién sin anticuerpo 2 veces durante 4 min
cada una. Tras el lavado se adiciond el tampdn de deteccion (100 mM Tris; 100 mM NaCl; 50 M
MgCly; pH 9,5) y se reveld en 2,5 ml de tampdn de deteccidon 1X con sustrato (3,75 uL de NBT (100
mg/ml) y 3,75 pL de BCIP (50 mg/ml) de Roche®) incubando por 12 min en oscuridad. Finalmente
se enjuago con agua destilada estéril y se dejo secar. La dilucidon que se usoé era la que mostraba

una sefial similar a la penultima gota de la linea control.

11.2.3 Prehibridacion e hibridacion

Las muestras se fijaron y se incluyeron en parafina como se describié en los apartados 2.1y 2.3,
respectivamente. Los cortes histoldgicos colocados en portaobjetos se desparafinaron con Histo-
Clear®, y se hidrataron en series decrecientes de etanol (100%, 95%, 70%, 50%, 30% y agua) dos
min en cada una. Posteriormente los cortes se hidrolizaron en HCI 0,2 M durante 20 min, después
se hicieron 4 lavados de 5 min cada uno, uno con agua ultrapura, dos con SSC 2X (SSC 20X: 0,3 M
Citrato de sodio; 3 M NaCl a pH 7,0) y otro nuevamente con agua ultrapura. Posteriormente se
incubaron a 37°C durante 18 min con Proteinasa K (1 pg/ml en tampén: Tris 100mM; EDTA 50mM
pH 8,0). Tras la incubacion los cortes se lavaron por 2 min con PBS 1X (PBS 20X: 2,75 M NaCl;
50mM KCL; 200mM Na;HPOs; 35 mM KHyPO4; pH 7,4) y para el blogueo de la proteinasa K se
utilizé glicina 0,2% (2mg/ml de PBS 1X) por 2 min seguido de dos lavados con PBS 1X por 2 min.
Para refijar el tejido se utilizd una solucién de formaldehido 4% en PBS en donde los portaobjetos

permanecieron 10 min. Se lavaron nuevamente con PBS y por ultimo el tejido se deshidratd en
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series crecientes de etanol de 2 min cada una (agua ultra pura, 30%, 50%, 70%, 95% y 100%) y se

dejaron secar.

Para la hibridacion, las sondas se diluyeron en tampén de hibridacion (TH: SSC 6X; 1,5 % SDS; 50%
formamida; tRNA de levadura 100 pg/ml) a razén de 4 pl sonda / 50 ul de TH. Las sondas se
desnaturalizaron a 80°C durante 2 min. Luego se pusieron 50 pl de la solucién de hibridacién en
cada portaobjeto y se colocd un cubreobjetos sobre cada uno. La hibridacion se llevé a cabo

durante una noche en cdmara humeda a 50°C.

11.2.4 Lavados e Inmunodeteccion colorimétrica

Se realizaron tres lavados en SSC 2X con 50% de formamida (v/v) a la temperatura de hibridacion
50°C, el primero de 30 min y los dos siguientes de 1 h y 30 min cada uno. Tras los lavados los
portaobjetos se incubaron en TBS 1X durante 5 min y posteriormente 1h en Blocking Reagent
(Roche®) 0,5% en TBS 1X. Tras el bloqueo los portaobjetos se lavaron en la solucién de BSA (BSA
1%; Tritdn X-100 0,3%; en TBS 1X) durante 30 min y después se incubaron con el anticuerpo anti-
Dioxigenin-AP, Fab fragments de Roche® diluido en la misma solucién anterior (1:3000).
Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 20 min cada uno con la soluciéon de BSA. Tras los
lavados los portaobjetos se sumergieron en el tampdn de deteccién (100 mM Tris, 100 mM NaCl,
50 M MgCl,, pH 9,5) en donde se incubaron 5 min, esta solucidon se remplazé por 50 ml del
tampon de deteccidén que contenia el sustrato (75 uL de NBT (100 mg/ml) y 75 uL de BCIP (50
mg/ml) de Roche®). La incubacidn en oscuridad durd un tiempo superior a 18 horas, hasta que se
observé la sefial. Finalmente la reaccion se detuvo cambiando la solucidn de deteccidn por agua.
Las muestras se dejaron secar, se montaron con Merckglass (Merck®) y se visualizaron bajo

microscopio dptico.

12 ANALISIS Southern blot

12.1 Digestidn, electroforesis y transferencia del DNA a membrana

Para este andlisis se digirieron 10 pg de DNA gendmico con las enzimas BamHI, EcoRl y Hindlll,
durante 2 horas a 37°C (en un volumen total de 40 pl para cada una de ellas). Para detener la
reaccién se anadieron 3 ul de EDTA 0,5 M pH 8,0 y posteriormente se incubd durante 5 min a
65°C. El DNA digerido se corrié en un gel de agarosa al 0,6% (p/v) en TBE 1X. La electroforesis se
corrié a un voltaje de 30V durante toda la noche. Transcurrido el tiempo, el gel se lavé durante 5
min en agua, luego en HCl 0,125 M durante 15 min y nuevamente se enjuagd en agua.
Posteriormente se incubd durante 30 min en el tampdn de desnaturalizacién (1,5 M NaCl; 0,5 M

NaOH) y se enjuagd con agua; finalmente se incubd en el tampdn de neutralizacion (1,5 M NaCl; 1
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M Tris-HCI) durante 30 min y se enjuagd con agua. Todos los lavados se realizaron con agitacién

suave.

El DNA se transfirio del gel a una membrana de nylon (Hybond-N* Amersham) por capilaridad, en
presencia de SSC 20X. La transferencia se realizé durante una noche y finalmente los acidos
nucleicos se fijaron a la membrana con luz ultravioleta utilizando la cdmara de irradiacién UVC

500 UV Crosslinker (Amersham).

12.2 Generacion de la sonda marcada con digoxigenina

La sintesis de la sonda se hizo a partir de un fragmento de 583 pb del gen nptl/l (que confiere
resistencia a la Kanamicina) clonado en el vector pGEM-T (Promega). La amplificacion del
fragmento se realiz6 mediante PCR con los oligonucleétidos M13 directo y reverso propios del
vector (Ver tabla 4), que posteriormente se purificéd a partir de un gel de agarosa 1% vy se utilizd
como molde para la sintesis de la sonda. La generacién de la sonda marcada con digoxigenina y la
cuantificacion se realizaron siguiendo el mismo procedimiento usado en la hibridacion in situ (Ver
apartado 11.2). Finalmente la sonda se suspendid en 50 pl tampdn de hibridacidon para Southern

blot (SDS 3%; Formamida 50%; SSC 5X; buffer fosfato 50mM; Blocking Reagent (Roche®) 0,2%).

12.3  Prehibridacién, hibridacion y lavados

La hibridacién se llevd a cabo en un horno de hibridacién “hibridization oven/shaker RPN 2510”
(Amersham). En primer lugar la membrana se pre-hibridé durante una hora a 50°C en el tampdn
de hibridacion y posteriormente se agregd la sonda marcada con digoxigenina (50ng/50ml). La
hibridacidon duré toda la noche a una temperatura de 50°C. Al dia siguiente se hicieron dos
prelavados el primero en una solucién de SSC 2X y SDS 0,1% durante 30 minutos, el segundo en
SSC 0,5X y SDS 0,1%. Posteriormente la membrana se incubd durante 2 min en el tampdn de
lavado (4cido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M pH:7,5; tween 20 0,3%), posteriormente se bloqued
durante 30 min con Blocking Reagent (Roche®) 10% disuelto en el tampdn de acido maleico (acido
maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M pH:7,5), y luego se incubd durante 30 min con el anticuerpo anti-
Dioxigenin-AP, Fab fragments (Roche®) diluido en la misma solucién de bloqueo a una
concentracién 1:20000. Las trazas de anticuerpo se lavaron con el tampén de lavado dos veces
durante 15 min. Para equilibrar la membrana se incubd durante 3 min en el tampdn de deteccién

(100 mM Tris; 100 mM NacCl pH:9,5).

12.4 Revelado

Para el revelado la membrana se dispuso en una bolsa plastica de hibridacién y se afiadieron 20

gotas (0,5 ml) del sustrato CDP-Star, ready-to-use (Roche®), la incubacién duro 5 min, transcurrido
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el tiempo se expuso a un pelicula radiografica FUJI Medical 100NIF X-ray film (FUJIFILM) en un
casete de autorradiografia. Finalmente, se revelé en una procesadora automatica X-OMAT 2000

Processor (Kodak).

13 INMUNOLOCALIZACION DE AUXINAS

13.1 Procesamiento de las muestras

Se tomaron flores en diferentes estadios de desarrollo antes de la antesis. El tejido se prefijé con
el reactivo EDAC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcabodiimide hydrochloride. Sigma) al 3%
(p/v) en PBS 1X durante una hora en hielo. Para que el reactivo penetrara mejor se hicieron 3
pulsos de vacio de 5 min cada uno. Luego se hizo la fijacion con FAE (50% ETOH; 5% acido acético
glacial; 4% de formaldehido; en PBS1X) durante 16 horas a 4°C. Transcurrido el tiempo se
deshidraté la muestra en soluciones crecientes de etanol (v/v) disuelto en PBS 1X (desde 50%
hasta 100%). Para la inclusién en parafina se utilizdé Xilol (Scharlau). Las muestras se pasaron a
soluciones crecientes de Xilol disuelto en etanol (Etanol : Xilol (v/v) 3:1, 1:1 y 1:3) hasta llegar a
Xilol 100 %. A partir de este momento se agregaron 5-6 lentejas de parafina (Paraplast® Plus,
McCormick Scientific) y se dejaron a temperatura ambiente durante toda la noche. Transcurrido
el tiempo se elimind un poco de Xilol de la solucién, se agregaron 5-6 lentejas de parafina y se
colocaron a 37°C. Este procedimiento se repitié cada media hora aproximadamente y una vez que
la parafina no se diluia se fue aumentando la temperatura hasta llegar a 60°C. En este paso ya las
muestras estaban embebidas en parafina al 100% y durante tres dias se hicieron cambios de
parafina cada 4-horas. Finalmente las muestras se colocaron en moldes de aluminio para obtener
los bloques sélidos, y los cortes histoldgicos se obtuvieron, siguiendo el procedimiento descrito en

el apartado 2.3.

13.2 Inmunodeteccion colorimétrica

Los cortes histoldgicos colocados en portaobjetos se desparafinaron con Xilol, luego se hidrataron
en series decrecientes de etanol (100%, 90%, 50%) de 15 a 20 min cada una, y después se
incubaron en PBS1X dos veces durante 5 min. Posteriormente las muestras se sumergieron en
una solucidn de bloqueo (1,5% glicina; 0,1% tween 20; 5% BSA; en PBS 1X) durante una hora.
Transcurrido el tiempo se hizo una lavado de 5 min con una solucién de concentracién baja de sal
(0,88% NaCl; 0,1% tween 20; 0,8% BSA; en PBS 1X), y se equilibré con BSA 0.8% (en PBS 1X) por 5
min. A partir de este momento se incubd durante 5 horas con el anticuerpo primario I1AA indole-3-
acetic acid (N1)(Rabbit polyclonal/AS09 421 de Agrisera), a una dilucién de 1:100 en BSA 0,8%.
Luego de la hibridacidn con el anticuerpo primario, se realizaron dos lavados con una solucion de

alta concentracidn de sal (2,9% NaCl; 0,1% tween 20; 1% BSA; en PBS 1X), 10 min cada uno y
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después se lavd con la solucién de concentracidn baja de sal. Posteriormente se dejé en BSA 0,8%
durante una noche. Al siguiente dia las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario
Donkey anti-rabbit 1gG-AP (AS10 841 de Agrisera) a una dilucidon de 1:100, por tres horas. Tras la
incubacién se hicieron 2 lavados de 15 min con la solucién de concentracion baja de sal y un

lavado con agua desionizada.

Tras los lavados las muestras se equilibraron en el tampdn de deteccién (100 mM Tris; 100 mM
NaCl; 50 M MgCl, a pH 9,5) por 5 min, esta solucién se remplazé por 50 ml del tampdn de
deteccion que contenia el sustrato (75 puL de NBT (100 mg/ml) y 75 pL de BCIP (50 mg/ml) de
Roche®). Laincubacion en oscuridad durd un tiempo superior a 18 horas, hasta que se observoé la
sefal. Finalmente la reaccién se detuvo sumergiendo los portaobjetos en agua. Posteriormente se
dejaron secar y se montaron con Merckglass (Merck®) para la visualizaron mediante microscopia

Optica.

14  ANALISIS DE LA ACTIVIDAD GUS

Las muestras se recolectaron en fresco y se fijaron inmediatamente en acetona 90% durante 20
min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se hicieron dos o tres lavados con la solucién
de revelado sin el sustrato (Tabla 8), después se sumergieron en la solucién de revelado con
sustrato y se aplicaron 3 pulsos de vacio de 5 min cada uno, y se incubaron a 37°C durante 16
horas (aproximadamente). Finalmente el tejido se lavé con concentraciones crecientes de etanol
(15, 30 y 50 %). La fijacién de las muestras se realizé con FAE (50% etanol absoluto; 10% acido
acético glacial; 5% formaldehido) aplicando nuevamente tres pulsos de vacio de 5 min, y
dejandolos 16 horas a 4°C. Finalmente las muestras se llevaron a etanol al 70% y se guardaron a
4°C hasta su uso. Segun el caso, algunas muestras fueron incluidas en parafina (ver apartado 2,3)

y a otras se les hizo un clareado con el reactivo de Hoyer (ver apartado 2.4.1).

Concentracion

Tampodn fosfato sddico pH:7,0 50mM
Ferricianuro de potasio 0,5a1lmM
Ferrocianuro de potasio 0,5a1mM

Tritdn —X-100 0,1% v/v
EDTA 10mM
X- gLuc* 2mM

Tabla 8. Solucién de revelado utilizada en la tinciéon GUS. El asterisco (*) sefiala el sustrato.
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15  ENSAYO DE EXPRESION TRANSITORIA EN HOJAS DE Nicotiana benthamiana

Para este ensayo se hicieron las construcciones SIDOF-YFP y YFP-SIDOF, utilizando los vectores
pEarleyGatel01 y pEarleyGatel04 (ver apartado 9). Posteriormente cada construccidn se
introdujo en la cepa bacteriana C58 de A. tumefaciens por separado. Se realizé un experimento
por cada construccién. En primer lugar la bacteria llevando la construccion de interés, se cultivd
en medio LB suplementado con los antibidticos de seleccidn, a 28°C durante 16 horas. Al siguiente
dia, se midié la Densidad Optica (OD por sus siglas en inglés) a 600 nm, y a partir del resultado se
hicieron los célculos para obtener una ODego de 0,3, diluyendo con medio liquido LB. El cultivo (a
la concentracidn adecuada) se centrifugd a 5000 r.p.m durante 5 min, se elimind el sobrenadante
y el sedimento se resuspendié en 2ml de la solucién de infiltraciéon (ImM MES; 0,21mM MgCly;
Acetosiringona 200uM). La incubacion se realizd a temperatura ambiente, en oscuridad y
agitacion constante durante dos horas. Posteriormente con una jeringuilla, se agroinflitraron
hojas de Nicotiana benthamiana por el envés, en total se agroinfiltraron 3 hojas por cada planta
(de 3 semanas de edad). Después de dos dias, se tomaron porciones circulares de hojas
agroinfiltradas de aproximadamente 1 cm de didmetro, se montaron en portaobjetos con agua, y

finalmente se observaron en el microscopio confocal (Ver apartado 3.3).

16 ENSAYO DE SILENCIAMIENTO MEDIADO POR VIRUS

Para el ensayo del silenciamiento mediado por virus se utilizé la técnica descrita por Liu y
colaboradores (2002). Se utilizaron los plasmidos pTRV1 y pTRV2 descritos en la tabla 3. Los
fragmentos de interés se insertaron en el plasmido pTRV2. Los dos plasmidos (pTRV1 y pTRV2) se
introdujeron en la cepa C58 de A. tumefaciens cada uno por separado. Se utilizaron 5 ml de
cultivo liquido con presidn de seleccion para cada una de las construcciones, la incubacién duré
una noche a 28°C en agitacion. Al dia siguiente los cultivos se centrifugaron a 3000 r.p.m. por 20
min. Tras eliminar el sobrenadante cada sedimento se resuspendié en la solucion de infiltracion
descrita en el apartado anterior, y se puso en agitacion durante 2 horas en oscuridad.
Transcurrido el tiempo se midid la OD a 600 nm, y a partir del resultado se hicieron los calculos
para obtener una ODgoo de 0,05. Para preparar la solucion final de agroinfiltracion se mezclaron a
partes iguales la solucidn del plasmido pTRV1 y la solucién del pldasmido pTRV2 con el fragmento
de interés. Finalmente, se agroinfiltraron por el envés cotiledones y hojas verdaderas de plantulas
de tomate de 10 dias. Los resultados del ensayo se evaluaron una vez los frutos de las dos

primeras inflorescencias estaban maduros.
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17  TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS DE TOMATE

Para la obtencidn de plantas transgénicas se llevd a cabo el método de transformacién genética

de cotiledones descrito por Ellul y colaboradores (2003) con algunas modificaciones.

17.1  Esterilizacion y germinacion de semillas

Aproximadamente 150 semillas (para cada transformacién) se sumergieron durante 30 min en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2% con 1 gota de Tween-20, e inmediatamente después se
realizaron tres lavados seriados con agua destilada estéril durante 5, 10 y 15 min
respectivamente. Las semillas se pusieron en una placa Petri que contenia papel de filtro
humedecido con 3 ml de agua destilada estéril, en donde se incubaron durante 48 horas en
oscuridad a 26 £ 2 °C. Transcurrido el tiempo las semillas germinadas se pasaron a medio de
germinacion (MG) y se incubaron durante 10 dias en condiciones de fotoperiodo estandar, 16

horas de luz y ocho horas de oscuridad a 26 + 2 °C.

17.2  Cultivo de explantes primarios

Los explantes de partida para la transformacion fueron cotiledones tomados de plantulas con 12
dias de edad. A cada cotileddn se le hicieron dos cortes en sus extremos para facilitar el sitio de
entrada de Agrobacterium tumefaciens. Los explantes se pusieron con el envés en contacto con
medio de induccién de organogénesis IK 4.0/4.0 dispuesto en placas Petri, suplementado con
200uM acetosiringona, un compuesto fendlico que favorece la infeccién de la bacteria en el tejido

vegetal. La incubacidn se realizé en oscuridad durante 24 ha 26 + 2° C.

17.3  Preparacion de Agrobacterium tumefaciens para la transformacién

La cepa utilizada para la transformacién fue A. tumefaciens LBA4404 que contenia las
construcciones de interés. El cultivo bacteriano se incub6é a 28°C en oscuridad y agitaciéon
constante, en medio LB suplementado con espectinomicina (100 pg/pl) como presion de
seleccidn y se hicieron subcultivos cada 48 h durante ocho dias. El octavo dia se transfirieron 200
pl del cultivo bacteriano a 200 ml de medio LB suplementado con acetosiringona a una
concentracién de 200 uM, manteniendo las mismas condiciones de incubacién, hasta alcanzar

una ODeoo de 0,2-0,3, correspondiente a una concentracidn de inéculo de 102 - 103 UFC/ml.

17.4  Cocultivo y lavado de explantes

Transcurridas las 24 h del cultivo, los explantes se sumergieron durante 5 min en 150 ml de cultivo
de A. tumefaciens, agitando eventualmente. Tras la inoculaciéon, se escurrieron en un bote con

malla, en la cual quedaban retenidos los explantes y se colocaron con el envés en contacto con el
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medio de organogénesis IK 4.0/4.0 suplementado con 200 uM acetosiringona. La incubacién duro
48 h con las mismas condiciones descritas para el cultivo de explantes primarios. Pasado el
tiempo de incubacion los explantes se lavaron en medio de lavado (ML) suplementado con

cefotaxima (300 mg/L) a fin de detener el crecimiento bacteriano.

17.5 Induccidn de organogénesis

Tras el lavado, los explantes se secaron sobre papel de filtro estéril y se incubaron en medio
organogénico IK 4.0/4.0 suplementado con cefotaxima, sin presion selectiva durante 48 horas en
condiciones estandar. Transcurrido el tiempo, se pasaron a medio organogénico IKZ 4.0/4.0/1.0
con presion de seleccion (Kanamicina 100 pug/mL). Este medio de cultivo permitié la formacion de
callos organogénicos. El subcultivo se realizd6 cada dos semanas alternando el antibidtico que
detiene el crecimiento de la bacteria (cefotaxima y timentina). Cuando aparecian brotes
individuales estos se separaban del callo organogénico y se subcultivaban en medio de elongacion
(MEL) hasta alcanzar un tamafio mayor o igual a 1 cm, posteriormente se transferian a medio de

enraizamiento (ME).

17.6  Aclimatacidn de plantas en invernadero

Una vez se observaban las primeras raices, las plantas se encontraban en condiciones adecuadas
para ser transferidas al invernadero. Se eliminaron con agua los restos de agar que estaban
adheridos a las raices, después se transfirieron a macetas con fibra de coco y se cubrieron con un
vaso que fue levantado paulatinamente hasta completar dos semanas.

17.7  Soluciones y medios de cultivo utilizados
17.7.1  Solucion mineral MS de Murashige y Skoog (1962)

Macronutrientes mg/L
NH4NO3 1.650
KNO3 1.900
CaCl,.2H,0 440
MgSO4.7H20 370
KH2PO4 170
Micronutrientes
Kl 0,83
H3BOs3 6,20
MnSQ04.4H,0 22,30
ZnS04.7H,0 8,60
NazMOO4.2HzO 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
FeNa.EDTA
FeS0,4.7H,0 27,8
Na,.EDTA 37,3
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17.7.2 Solucidn Vitaminica

Vitaminas

Rivoflavinas
Acido nicotinico
Tiamina-HCl
Piridoxina-HCI
Acido félico
Biotina
D-Pantotenato calcico
Colina Clh
Glicina
L-Cisteina
Acido mélico
Acido ascérbico

(mg/L)

0,25
2,5
10

1
0,5

0,05
0,5
0,1
0,5

1
10
0,5

Nota: Las vitaminas se disolvieron en agua. Se prepararon soluciones stock concentradas 100X que fueron almacenadas

a—20°Cy se afiadieron al medio antes de ajustar el pH.
17.7.3 Medios de cultivo
Medio de germinacion (MG)

Solucién mineral
Sacarosa (g)

Agar (g)
Medio de lavado
(/L) (ML)
Solucién mineral MS X
Sacarosa 30 X
Myo-inositol 0,1 X
Tiamina-HCl 0,001 X
Vitaminas SH SH X
IAA 0,004 X
Kinetina (K) 0,004 X

Zeatina (2) 0,001
Agar (g) 8

Medio de enraizamiento(ME)
Solucién mineral
Sacarosa
Myo-inositol
Tiamina-HCl
IAA
Agar

Notas:

(s/L)
MS
10

Medios de induccion organogénica

IK 4.0/4.0 IKZ 4.0/4.0/1.0
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

X
X X
(/L)
MS
20
0,1
0,001
0,0001

e  ElpH del medio se ajusté a 5,7 con KOH y HCl antes de afiadir el agar.

e Lla esterilizacion se llevo a cabo por calor hiumedo en autoclave, a 15 libras de presién a 120°C durante 20 min.
e la zeatina se esterilizd por microfiltracion y se agregd al medio inmediatamente antes de servir en placas.
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17.7.4 Medios de cultivo estandar

Etapa del proceso Medio de cultivo Antibiético (mg/L)
Kanamicina Timentina Cefotaxima

Precultivo IK(4,0/4,0) - - -

Cocultivo IK (4,0/4,0) + Acetosiringona (200 uM) - - -
Lavado IK (4,0/4,0) liquido - - 300
Cultivo sin presion selectiva IK (4,0/4,0) - - 300
Cultivo con presion selectiva IKZ (4,0/4,0/1,0) 100 300* 300*
Elongacion Medio de elongacion (MEL) IK (4,0/4,0) 100 300* 300*
Enraizamiento ME 100 300* 300*

* La timentina y la cefotaxima se iban alternando a fin de que la bacteria no creara resistencia al antibidtico.

18  EVALUACION DEL NIVEL DE PLOIDIA

El nivel de ploidia de las plantas transgénicas de tomate se evalué mediante citometria de flujo,
segln el método de (Smulders et al. 1994). Este método permitié cuantificar el contenido de DNA
nuclear de las células de hojas jovenes procedentes de plantas transgénicas enraizadas en medio
con Kanamicina. El tejido se troceé finamente sobre una placa Petri a la que se habia afiadido 200
uL de tampdn de extraccidn de nucleos (Partec). Una vez troceado, el liquido resultante se paso a
través de una malla de nylon de 50 um y se afadieron 800 pL de una solucién 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. El DNA de los nucleos aislados se midid
utilizando un citometro de flujo Partec PAS-II Ploidy Analyser. El resultado aparecié representado
en un grafico que ordend los datos segun el contenido nuclear de DNA (en el eje de abscisas) y
contabilizé el numero de nucleos de cada tipo (en el eje de ordenadas). Previamente la calibracién
se hizo a partir de una planta control diploide, utilizando el pico correspondiente al contenido de

DNA igual a 2n (diploide).

19 TRANSFORMACION DE PLANTAS DE ARABIDOPSIS

Para la generacidon de plantas transgénicas de Arabidopsis se utilizo el ecotipo silvestre Landsberg
erecta (Ler). La trasformacion se realizd segun el protocolo de infiltracién descrito por Bechtold

(1998) con algunas modificaciones.

En primer lugar, se sembraron 20 semillas de Arabidopsis en macetas de 12 cm de didmetro en
condiciones de dia largo. Tras 4 semanas de cultivo aproximadamente, las plantas presentaban la

primera inflorescencia y ya estaban listas para ser transformadas.

Tres dias antes de la infiltracidn, se prepard un precultivo de 10 ml de A. tumefaciens cepa C58
que llevaba la construccién de interés. El medio se suplemento con los antibidticos indicados y se
incubé durante una noche a 28°C. Al dia siguiente se preparé un cultivo de 1L de LB,

suplementado con los antibidticos correspondientes, el cual se inoculé con los 10 ml del
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precultivo y se incubé durante 48 horas a 28°C en agitacion. Transcurrido este tiempo las células
se centrifugaron a 6000 r.p.m. durante 15 min. El sedimento se resuspendié en 200 ml de medio
de infiltracidén (2,2 g/L MS; sacarosa 5% (p/v); 0,5 g/L MES; 0,03% Silwet L-77; a pH 5,7). Las
plantas se sumergieron en la suspensién de A. tumefaciens en medio de infiltraciéon durante 5 min
aproximadamente. Posteriormente las plantas se secaron ligeramente en un papel absorbente, y
se cubrieron con bolsas de pldstico. Luego se llevaron al invernadero y un dia después se les retird
el plastico. Las plantas permanecieron en el invernadero hasta la recoleccién de las semillas. Una

vez recolectadas las semillas se secaron a 37°C durante 5 dias.

19.1 Seleccion de transformantes

Para la seleccién de transformantes primarios las semillas se esterilizaron en una solucién con
30% lejiay 0,01% de Tritén X-100, durante 10 min. Luego se realizaron 3 lavados con agua estéril
para eliminar la solucién anterior. Las semillas se sembraron en el medio de germinacién
suplementado con Kanamicina (2,2 g/L MS; 20g/L sacarosa; 0,1g/L MES a pH:5,9; con 0,6 % agar;
100 mg/L Kanamicina; 300mg/L timentina). Las semillas se estratificaron a 4°C durante 4 dias, y
luego se incubaron en condiciones de fotoperiodo estdndar, 16 horas de luz y ocho horas de
oscuridad a 26 + 2 °C. Después de 7-10 dias, las plantas resistentes a la Kanamicina eran pasadas
al invernadero en las condiciones normales de cultivo, alli permanecian hasta la obtencién de
semillas. Cada planta era considerada una linea transgénica independiente (T1).

Para la seleccién de lineas con una sola insercién de T-DNA, 100 semillas provenientes de cada
planta T1, se esterilizaban y se sembraban en el medio de germinaciéon suplementado con
Kanamicina. Tras 10 dias se realizaba el conteo de plantas resistentes y plantas sensibles. De esta
manera se identificaban las lineas que presentaban una segregacion 3:1 (Resistentes:Sensibles), y
por tanto una Unica insercidn. Las plantas resistentes (T2) eran pasadas al invernadero hasta la
obtencidn de semillas.

Para la seleccién de plantas transgénicas homocigotas, se tomaban 100 semillas de las plantas T2.
Estas semillas nuevamente se sembraban en el medio de germinacidon suplementado con
Kanamicina, y en esta ocasién se seleccionaban las lineas que presentaran el 100% de plantas

resistentes (T3).

20 EVALUACION DE CARACTERES FENOTIPICOS DEL DESARROLLO DE PLANTAS DE TOMATE

Para la caracterizacién de plantas de tomate, en este trabajo se evaluaron diferentes caracteres
fenotipicos, segln el caso. A nivel vegetativo, se conté el nimero total de hojas verdaderas hasta

la primera inflorescencia, de esta manera se expresaba el tiempo de floracién. A nivel
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reproductivo se evalud la viabilidad del polen y distintas caracteristicas del fruto, que incluyen

tanto atributos fisicos como atributos del fruto procesado.

20.1  Analisis de viabilidad y germinacion de los granos de polen de tomate

Para evaluar la viabilidad de granos de polen en plantas transgénicas de tomate se utilizé la
tincién de acetato de carmin. Para recolectar el polen primero se separaron las anteras de cada
flor en antesis y luego el polen se espolvored sobre un portaobjetos, en donde se tifieron con una
soluciéon de acetato de carmin (0,5 g de carmin en acido acético glacial 45%; posteriormente
diluido 1:1 en glicerol 30%). Finalmente las muestras se observaron mediante microscopia dptica.

Los granos de polen viables mostraron una coloracion rosa. (Brewbaker and Kwack 1963)

Para el ensayo de germinacion de los granos de polen de plantas transgénicas, el polen se
espolvored sobre portaobjetos que tenian dispuesto en su superficie el medio de germinacion
solidificado (Sacarosa 0,3 M; Ca(NOs); 1,27 mM; H3BOs 1,62 mM; KNO; 1 mM; KH,PO4 0,1mM,;
agar 2%) descrito por Brewbaker y Kwack (1963). Los portaobjetos se incubaron en oscuridad por
cuatro horas y luego se observaron al microscopio dptico. Se considerd que un grano de polen ha

germinado cuando la longitud de su tubo polinico es igual o superior al diametro del grano.

20.2 Caracteristicas del fruto en plantas de tomate

A nivel de fructificacion, durante el trabajo se evaluaron segun el caso, distintos atributos fisicos y
de fruto procesado (Tabla 9). Para los andlisis se tomaron frutos en estadio rojo maduro. Con el
fin de determinar este estadio, los frutos se marcaban en color amarillo-naranja, y una vez

alcanzaban el color rojo se recogian para el analisis (aproximadamente 7-10 dias).

El peso fue evaluado mediante una balanza analitica, mientras que el resto de atributos fisicos

cuantitativos se evaluaron mediante un pie de rey (nonius).

CATEGORIA CARACTER
Peso del fruto
Forma del fruto
Atributos fisicos Numero de l6culos
Espesor del pericarpio
Numero de semillas
Contenido de sdlidos solubles (°Brix)
Acidez titulable
indice de madurez
indice de sabor

Atributos de fruto procesado

Tabla 9. Caracteres fenotipicos evaluados en frutos de plantas de tomate
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20.3 Contenido de soélidos solubles

La determinacién de los sdlidos solubles (°Brix) se realizé mediante refractometria, estimando el
indice de refraccion (IR) con un refractdmetro de mano (ATAGO N-14), 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.
Los frutos se pelaban y se trituraban, la pulpa se filtraba a través de una gasa, para obtener el
jugo. Antes de analizar el jugo, el refractdmetro se calibré con agua destilada y posteriormente se
dispuso una gota del jugo extraido sobre el prisma refractometro, siguiendo las instrucciones del
fabricante. El valor obtenido corresponde a los grados Brix (° Brix) y es una estimacién del

contenido de sélidos solubles del fruto.

20.4 Acidez titulable

Esta evaluacidn se realizd a través de un analisis volumétrico con una solucién de NaOH 0,1 N y
usando fenolftaleina como indicador. El método consisti6 en afiadir unas 3-4 gotas de
fenolftaleina a una solucion de 5 mL de filtrado de tomate + 15 mL de agua destilada. A
continuacién se afiadié progresivamente NaOH 0,1 N (utilizando bureta), hasta el momento en
que la solucién virdé de transparente a rosa. Posteriormente, se midid el volumen final de NaOH

0,1 N utilizado y se calculd el porcentaje de acido citrico mediante la siguiente ecuacion:

. . V1l XN
% acido citrico = V2 X K x 100

En donde:

V1: volumen de NaOH (0,1 N) consumido (mL)

V2: volumen de muestra en mL (5 mL)

N: normalidad de NaOH (0,1 meqg/mL)

K: peso equivalente del 4cido citrico (0,064 g/meq).

20.5 indice de madurez e indice de sabor

Para obtener los indices de sabor y madurez nos basamos en el contenido de azucares y acido
presentes en el jugo de tomate (Bisogni et al., 1976; Navez et al., 1999). El indice de madurez se
obtuvo de la relacién entre los sdlidos solubles totales (°Brix) y la acidez titulable (AT), de esta

manera el indice de madurez es igual a:
°Brix
Acidez titulable

Indice de Madurez =

Por otra parte el indice de sabor esta dado por:

o

Indice de sabor = X % de acido citrico + % de acido citrico

Los datos se recolectaron y se analizaron como se describe en el apartado 22.
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21 CUANTIFICACION DE HORMONAS

La extraccidn y cuantificacién de hormonas fue llevada a cabo por el servicio de cuantificacidén de
hormonas del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (Universidad Politécnica de
Valencia — CSIC). La extraccidon y purificacidn se realizé a través de columnas de extraccidn en fase
solida (SPE; de fase reversa e intercambio iénico), y el analisis de cuantificacion mediante UPLC-

espectrometria de masas (UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap).

22  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos durante el transcurso de este trabajo se analizaron mediante el programa
STATGRAPHS Centurion XVI versiéon 16.1.15. Cuando se compararon dos muestras se realizd una
prueba t de Student, considerando una P<0.05, lo que equivale a un 95 % de significancia. Por
otra parte, cuando se comparaban mdas de dos muestras, se empled un andlisis de varianza
(ANOVA) considerando un valor de P<0.05. En este caso el método empleado para discriminar
entre medias fue el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (Hayter

1986).

23  MAPEO POSICIONAL DE LA MUTACION HYDRA
23.1 Generacion de la poblacién recombinante

La poblacidon de mapeo se generd a partir del cruce entre la linea mutante hyd-1 en heterocigosis
y la linea silvestre de tomate Solanum pimpinellifolium. Tras el cruce de las lineas se obtuvo el
hibrido F;, y la autofecundaciéon de estas plantas dio lugar a la poblacidon segregante de la

mutacion (F,). La cual ha sido utilizada para el mapeo de la mutacién HYDRA.

23.2 Mapeo cromosémico

Para el mapeo cromosdmico de la mutaciéon se seleccionaron los marcadores moleculares InDels

descritos previamente (ftp://ftp.solgenomics.net/maps and markers/LippmanZ/), los cuales

estan basados en PCR y detectan polimorfismos de acuerdo al tamafio de amplificacién. En total
se utilizaron los 51 marcadores desarrollados por Revital Brontein

(revital.bronstein@weizmann.ac.il) (Tabla 10), que abracan el genoma entero en intervalos de al

menos 40 cM, para el mapeo entre las especies de tomate S. lycopersicum y S. pimpinellifolium.
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Nombre Lyc vs pimp | Oligonucleétido directo 5’-3’ | Oligonucleétido reverso 5’-3’
chl 1 106-116 GGAAGACCATGTGAGTTTACA GCTGCTGTGAAGGTCTATTCTT
chl_13 69-83 CACGTAATCGTTGTAGAGTGTT | GTGAATGCTCGAATTCTTCTT
Y_chrl_ 3 116-103 | CACGTTCAAATTCCACGAGTT GCAAGAAGATAGTTGGTGACTA
Y_chri_4 107 - 96 GTTCAACATGCTAAGGTCTGAA | CCAAGGTTTCCATTTCTGGT
chl_35 223-248 | CAAGTCGTTGATGAAGGACAT | GTGTGAAGTGTAGAGAGTGTT
Y _chr2_1 389-440 GGAGTTGTAGTAGGTGTTTGA GGTGGAGATTATGGAGGTTAT
Y_chr2_2 429-336 GGTCATTTCAACCATCAGTGAA | CAGTTGACAACTTACTCACGAA
Y_chr2_3 486-720 | GTTCAAGTCGATTCTCCTACT GTACTGTGAGTTACAAAGCACA
Y _chr2_4 373-311 CTGTAGGTAGGTTGAAGTCAT CTTCCTCTAATTGCAGACTTGT
Y_chr2_4.1 411-603 | CGTGGTTGAAAGCTTCCAAAT | GCATGTAGACTGCATGAAGTA
Y_chr2_5 134-173 | CAATCTCGTTAGAATAAAGCCTT | GCCTTGCTGAAAACTATGGTT
ch3_1 273 - 247 | GGAAACATGAGGCTTGTGGA GCTCAATAATAAAGGAGGTTCA
ch3_4 290-268 | CTGTAGGTGATAGAGTTCGAT | GTCGAGAGTCAATGGACTTTA
Y_chr3_3 541 -486 | GCGTTCTCTTCATGTCTTACT GGTAACAACCAAACCACATCA
Y_chr3_4 348 -418 | GCAGCTCTCTTGATCTGGATA GCATAACCTAATGGTCTTCCTA
ch3_27 512 -636 | GCCTAGTTGTGACAGTGAAGA | GCCTTTGGACAAACACTTACAA
Y_chr3_6 195 - 277 | CATCAGTTGGAAGCAAACGAT GATCTGTGTTCAGAAGTGCTT
Y_ch4_2 249 -285 | CTCTATGTGAGGTTAGGAGTT | CTCTCGATAATATGTGGTTAAC
Y_ch4_ 7 213-308 | GTGCCAGTACTAATGCACTTCA | CAGTAATGTTTGTCAGGTCCT
Y_chr4d_3a 162 -178 | GCAGGGAATATAACATCACTCT | GTGCTTCTATGGTCCATCAAA
Y_chrd_4c 683-753 | GCCTCTTATAGGTTGTCCATT GTATTTGCAATGTGGCAGGAA
ch5_4 180-152 GCATGTCTCAATGTCGAAACA GAACACCCAAAATATGTGCAAA
ch5_10 382-455 CCTAGTTTGACTGAGAACAGA GATCCGATCTCCATCATTGAA
ch5_24 415-302 | GGACTTCATAGTCACGAGAAA | GTGGAGTCTTCGAGAACATTA
Y_chr5_4 202-170 GGTTGTGAGGTGTCTTATTCT GCCACCATTGCAGTATAGATA
Y_chr6_1la 256-221 | CCTGGAGTGCAAGTTCAATAA | GTAGGTCTGACCACAAATCTA
ché_15 208 -234 | CACCTCAACCTCAAAGCAAAA GTCATCATCGAAATGGCTACT
ch6_19 177-204 GGTTGTTGCATCATGTAAGCA CCGTGCTGAATCGTTAAGAAA
ché_26 756 -878 | CGGTATGGTCTTGTAACTGTT CACGTTTGTTGGTGGATTCTT
Y_chr7_1a 330-469 | CACTGGCAATGAAGGGAATAT | CCTTGCGTTAATGTATGCTCT
ch7_15 382-428 CAGACTTACCTCTACCTTTGT CTACGAGGATGAATTCTCTGA
ch7_25 284-262 | GAGCTGTTTCTTCAGCTTGTT GCCTATATTACCACGAGACAA
ch8_3 270-227 | CATGTGAGACTAGTGTCTGAA CGAGAGCAAACAGAAGAGTAA
Y_chr8 2 409-380 | GGCATGATTCAGATGCTAGTA | CGCATCTGAGTCATTCACTAT
Y_chr8 3 238-307 | GACATGGAAGGACTTACTGTA | CTATGTCTCATCTGAGAGCAA
ch9_2 608 -201 | CTGAATCTTGTTGACCTAGCT GGCAGGTTGTCAGCATTATTT
Y_chr9 2 525-576 | GACACGTGGAGTGGAGAAAA | CCTCATTTGAATACCACGACA
Y_chr9_3 323-287 | CTGTAACTGGATCACTTCCAT GAGACAACAGTGGGTAAGAAA
ch9_31 349 -303 | GCAGGTATTCCTCCTTTGTAT CCTTTACATGTTGTAGCAGGT
ch10_6 330-377 | GCCTCGAAGGAAGTGAAAAAA | CCATTCCTTAGTGTATAGGGA
Y_chrl0_2a 224-250 GTACCCTTAGACTATGATCGA CATGCTCCAACATCTTAGCTA
Y_chrl0_F3a | 271-242 | CTTGTGCAGATTGTTCTCCTA CCACCTAATGGATAATGGGAT
Y_chrl0_3b | 622-418 | GATTGCTTCTCGTACTAGCTT GGATACACTGGTTAGTTCTGA
ch10_27 323-261 | GAGTACCAAGACCATCCAAAT CGTATATGGACTCGGTACATT
chll_6 236-317 | CCACCTTAGTAGAGAAGTTGT | GGTTGTGGAGGACATGTATTA
Y_chrll_F2c| 353-417 | GAGACTGTCATCTGCATATGA | GCAAATCATGGATGCAACACT
Y_chrll_3 251-201 | CCAGTCACTTCCATACTCAAA GATCCGTCTCGATCTCTTATT
ch12_1 197 -224 | GCATTCGAACTTCCTGTGATA CTCCAGGACCAAATTATCCAT
ch12_10 404 - 351 | GATTGTCGGTGTGATGGGAT CTGAGAGTTTGAGATAGCCAA
ch12_19 168 -590 | CGGTTAAAGCCACATTTGTGT GAGGCTCTAAAAGCATTCTCT
ch12_32 231-265 | GTCTCGACTTTCATGTCACTT CTGAGAGGTTTACGATGTGCA

Tabla 10. Marcadores moleculares InDels utilizados para el mapeo cromosémico del locus HYDRA.
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23.3  Deteccion de polimorfismos mediante el andlisis de curvas de fusion de alta resolucion

Este analisis también denominado HRM (por sus siglas en inglés High Resolution Melting), se
utiliza para detectar polimorfismos en un solo nucleétido o SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism). Se utilizaron 7 marcadores tipo HRM del cromosoma 7 de tomate. Los oligos

utilizados se disefiaron a partir de las secuencias génicas disponibles en http://solgenomics.net/,

utilizando el programa Primer Express v.2.0 (Applied Biosystems™). Cinco pares de oligos fueron
disefados en el laboratorio del Dr. Antonio Monforte, del Instituto de Biologia Molecular de
Plantas  (SC_snp_sl 68592, SC snp_sl 68261, SC_snp_sl 53591, SC snp_sl 12149 vy
SC_snp_sl_70595; (datos por publicar). Los dos pares de oligos restantes se disefiaron durante la
realizacion de este trabajo (Ver tabla 11). Las PCRs se llevaron a cabo en el termociclador 7500
Fast Real-Time PCR System acoplado al programa informatico especifico (Applied Biosystems™).
Las mezclas de reaccidn se realizaron con el reactivo MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied
Biosystems™) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente el andlisis de resultados se

hizo utilizando el software HRM v2.0 (Applied Biosystems™).

Marcador Oligonucleétido Directo 5’-3’ Oligonucleédtido Reverso 5’-3’

SC_snp_sl_6291 GCAATAGAGGACCCTTCAGGC CAGCTGGCATGTTCAGCAAA

SC_snp_sl 71003 | GTGTGAAGGGATACAGGTAGTTGTGT | CTTCCAATGAGCTCCAGATCACT

Tabla 11. Marcadores moleculares tipo HRM disefiados para el mapeo fino del locus HYDRA.
Los oligonucledtidos se disefiaron a partir de las secuencias disponibles en la pagina http://solgenomics.net/.
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V. CAPITULO I:

CARACTERIZACION DEL MUTANTE hydra DE TOMATE
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RESULTADOS

1 CARACTERIZACION DE MUTANTES ANDROESTERILES Y PARTENOCARPICOS DE TOMATE

Con el objetivo de profundizar en la comprensidon del proceso de la partenocarpia ligada a la
androesterilidad, se decidié realizar una busqueda de mutantes de tomate androestériles que
desarrollaran frutos partenocarpicos. De esta manera se pretende aportar informacidn genética al
estudio de este proceso, complementando el abordaje genédmico llevado a cabo previamente en

la linea partenocarpica PSEND1:barnasa (Medina 2010).

1.1 Identificacion de lineas mutantes

Para este estudio se estudiaron dos lineas mutantes androestériles que producen frutos sin
semillas. La primera linea mutante llamada 366-ET-73, se ha obtenido como resultado de la
colaboracidn con los laboratorios de los Drs. Vicente Moreno (IBMCP, Valencia) y Rafael Lozano
(Universidad de Almeria). Esta linea pertenece a una coleccion de mutantes de tomate por
insercion de T-DNA generada mediante la utilizacion del vector binario pD991 que posee el gen
nptll que confiere resistencia a la Kanamicina en plantas. El fondo genético utilizado para esta
coleccién fue la variedad comercial de tomate P73. La segunda linea mutante llamada e1450m1,
fue amablemente cedida por el laboratorio del doctor Dani Zamir (The Hebrew University de
Jerusalem, Israel), en donde han generado una coleccién de mutantes en el fondo genético M82
mediante la utilizacion de Etil Metil Sulfonato (EMS), un mutdgeno quimico que genera

transiciones de GC por AT (Menda et al. 2004).

Ambas lineas mutantes se obtuvieron a partir de poblaciones segregantes, ya que las plantas
homocigotas al ser androestériles no se pueden autofecundar. El andlisis de segregacidn de las
plantas heterocigotas consistié en analizar el ndmero de individuos con fenotipo mutante y
silvestre para cada una de las lineas mutantes. En ambos casos la proporcion de segregacién del
fenotipo silvestre frente al fenotipo mutante es cercana a 3:1. Para determinar si la segregacion
observada se ajusta a una segregacién mendeliana 3:1 se realizé una prueba chi-cuadrado (X?),
gue compara los fenotipos obtenidos con los fenotipos esperados. En este analisis se aplicé un
nivel de significacién del 5% (0,05) (Tabla 12). Los célculos de X? para ambos casos muestran un
valor menor que el X?esrico (X%), €s decir que no existen diferencias significativas entre los
resultados esperados y los obtenidos y por tanto, las lineas mutantes 366-ET-73 y e1450m1
presentan una segregacion mendeliana 3:1, que corresponde a una Unica mutacion de caracter

recesivo.
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Fenotipo de la Grados

Parental poblacién Fenotlpo Fenotlpo de th(1-0,05) Xz(calculado)
Observado esperado libertad
segregante h
(Fenotipos -1)
Linea Mutante (aa) 15 20,25
heterocigota 1 3,84 1,81
366-ET-73 Silvestre (AA o Aa) 66 60,75
Linea Mutante (aa) 11 12
heterocigota 1 3,84 0,11
e1450m1 Silvestre (AA o Aa) 37 36

Tabla 12. Evaluacion de la segregacion de lineas mutantes 366-ET-73 y e1450m1 en heterocigocis.
Se muestra la comparacidn de los fenotipos observados y los fenotipos esperados de acuerdo a una segregacion 3:1.
X?t1-0,05), €s el valor segun la tabla de distribucidn X? para un grado de libertad y un nivel de significacion del 5% (0,05).

Con el fin de evaluar el nUumero de inserciones de T-DNA presente en la linea 366-ET-73, se
germinaron semillas de la poblaciéon heterocigota en presencia de Kanamicina. La proporciéon
obtenida fue 3:1 (resistente a la Kanamicina : sensible a la Kanamicina) lo cual, siendo el caracter
de resistencia a la Kanamicina dominante, indica la presencia de una Unica insercién de T-DNA.
Ademas se llevd a cabo una hibridacién tipo Southern utilizando DNA gendmico de plantas de
fenotipo mutante y una sonda del gen nptl/ presente en el T-DNA. Los resultados muestran una
Unica banda para las 3 enzimas utilizadas, EcoRl, Bam HI y Hindlll (Figura 8 A), que indica la
presencia de una Unica insercién de T-DNA. Sin embargo, posteriormente se identificaron plantas
de fenotipo mutante que resultaron ser negativas al ser genotipadas mediante PCR con oligos
especificos para el gen nptll. En un segundo Southern se confirmé este resultado (Figura 8 B), lo
que indica que no existe ligamiento entre la presencia del T-DNA y el fenotipo mutante
observado. A partir de este momento se procedid a eliminar el T-DNA del fondo genético
seleccionando plantas heterocigotas que no presentaran el gen de la Kanamicina y que

segregaran para el fenotipo mutante.
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Capitulo I: Resultados

PCR kan + + + + - PCR kan + - + -
Fenotipo M M M M S Fenotipo M S S M S
#l #2 #3 #4__ Silvestre#l #5 #6 #7 #8  Silvestre#2

BHI ERIHIII  BHIERIHII BHIERIHIII  BHI ERIHIII  BHI ERI HIII
7 BHIERIHIII BHIERIHIII - BHIERIHIII  BHIERIHIIl  BHI ERI HIII

"’1

__--—---—:—-.-‘.,-‘—51
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e 5.0 Kb==|
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L5Kb=
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Figura 8. Anilisis de ligamiento entre la insercion del T-DNA y el fenotipo mutante de la linea 366-ET-73.

En el panel superior se indica el fenotipo de las plantas analizadas y los resultados del genotipado como presencia (+) o
ausencia (-) del transgen, obtenidos mediante la amplificacién por PCR del gen nptll que confiere resistencia a la
Kanamicina (kan). En el panel inferior se muestra el analisis tipo Southern.

A. Se analizan plantas homocigotas para el fenotipo mutante.

B. Se analizan plantas de fenotipo silvestre y mutante que proceden de una poblacion heterocigota segregante para la
mutacién.

El DNA gendmico se extrajo de plantas silvestres, plantas 366-ET-73 heterocigotas con fenotipo silvestre (S) y plantas
homocigotas con fenotipo mutante (M). La digestion del DNA se realizé con las enzimas BamHI, EcoRl y Hindlll. La sonda
utilizada es especifica del T-DNA. El asterisco (*) sefiala las bandas que indican presencia del T-DNA. El recuadro rojo
indica la presencia de una planta mutante que no presenta insercién del T-DNA.

1.2 Analisis de complementacion

Ambas lineas mutantes 366-ET-73 y e1450m1 presentan una Unica mutacion de caracter recesivo
y muestran fenotipos muy similares, lo cual sugiere que podria tratarse de mutaciones alélicas en
el mismo gen. A fin de evaluar si el fenotipo de los mutantes esta asociado a mutaciones en un
mismo locus génico se realizé un analisis de complementacidn. Este analisis consistié en el cruce
de ambas lineas en heterocigosis (debido a que ambos mutantes son estériles) y al andlisis de la
siguiente generacion. Se realizaron un total de 6 cruces tomando siempre como parentales
plantas con fenotipo silvestre de poblaciones segregantes de cada linea mutante. Posteriormente

se sembraron y analizaron 10 plantas por cada uno de los cruces realizados.
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En este experimento existian tres resultados posibles. Primero, que hubiese complementacion
entre las dos mutaciones y por tanto se encontraran en diferente locus génico, con lo cual el
fenotipo de todas las plantas en la poblacidn F1 deberian ser silvestres (Figura 9 A). Segundo, que
no hubiese complementacidon génica entre las dos mutaciones ya que se localizan en el mismo
locus. En este caso la poblacién F1 deberia segregar para el fenotipo mutante en una proporcién
3:1 (Figura 9 B). Tercero, que independiente de que las mutaciones sean o no alélicas, alguno de
los parentales del cruce tuviera genotipo silvestre, con lo cual todas las plantas de la poblacién F1

muestran fenotipo silvestre (Figura 9 C).

A B
@] ¥
@ = el450ml AaBB @ el450m1l Aa
AB ab A a
366-ET-73 366-ET-73
AABD AB AABB | AaBB Aa A AL Aa
Ab AABb | AaBb a ah aa
C
= -
@ e1450m1 AABB (@g el450m1 AA C e1450m1 AABD
Q Q Q
AB AB A A AB Ab
366-ET-73 366-ET-73 366-ET-73
AB AABB | AABB A AL AA AB AABB | AABD
AABb Aa AABB
Ab AABh | AABD a Aa Aa AB AABB | AABD

Figura 9. Representacion de los posibles resultados de la poblacién F1, producto del cruce entre las dos lineas
mutantes en heterocigocis.

A. Complementacidn génica entre ambas mutaciones.

B. No hay complementacién génica.

C. Complementacién génica ya que uno de los parentales es silvestre.

Las letras mayusculas representan diferentes genes (A y B). Las letras minusculas representan los alelos mutados de los
genes (ay b).

Los resultados muestran que en tres de los cruces todos los individuos de la poblaciéon F1
presentan fenotipo silvestre. Segln el parrafo anterior esto corresponderia a la primera o la
tercera opcion (Figura 9, Ay C). Sin embargo, se descartd que las mutaciones se encontraran en
un locus diferente, ya que en los tres cruces restantes se observd segregacidon para el fenotipo
mutante. En este caso la segregacidon observada de los tres cruces se ajusta a 3:1 para un nivel de

significacién del 5% (0.05) (Tabla 13).
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Parental

Linea
heterocigota
366-ET-73
X
Linea
heterocigota
e1450m1

Tabla 13. Evaluacion de la poblacidon F1, producto del cruce entre las dos lineas mutantes en heterocigocis.

Cruce

Fenotipo

Silvestre
(AA o Aa)
Mutante
(aa)
Silvestre
(AA o Aa)
Mutante
(aa)
Silvestre
(AA o Aa)
Mutante
(aa)

Fenotipo
Observado

Fenotipo
esperado

9
3
7,5
2,5
8,25

2,75

Grados de
libertad

(Fenotipos -1)

th(1-o,05)

3,84

3,84

3,84

Xz(calculada)

1,78

2,78

3,78

Se muestra la comparacion entre fenotipos observados y los fenotipos esperados de acuerdo a una segregacion 3:1.
X?t(1-0,05), €S €l valor segun la tabla de distribucidn X? para un grado de libertad y un nivel de significacién del 5% (0,05).

Los resultados indican que no existe complementacion génica en el cruce de las lineas mutantes y

por tanto las mutaciones son alélicas, es decir que se encuentran en el mismo locus génico (Figura

9 B). A partir de este momento se decide nombrar este locus como HYDRA y las lineas mutantes

conocidas como 366-ET-73 y e1450m1 se denominaron hyd-1 e hyd-2, respectivamente.

13 Caracterizacion fenotipica del mutante hydra

13.1 Estructura y desarrollo de la planta

Las dos variedades de tomate utilizadas en este estudio presentan un sistema de ramificacién y

un tipo de crecimiento diferente. La variedad P73 se caracteriza por tener un desarrollo

indeterminado, es decir, la yema siguiente a la inflorescencia terminal continlda creciendo, y esta

secuencia de crecimiento se repite indefinidamente. Por su parte, la variedad M82 presenta un

desarrollo determinado, en este tipo de crecimiento se produce una fuerte brotacién de yemas

axilares y cada una presenta una inflorescencia terminal, dando lugar a una apariencia arbustiva.

Al observar las lineas mutantes hyd-1 e hyd-2 se evidencia que ambas lineas presentan un

desarrollo vegetativo indistinguible de los fondos genéticos silvestres utilizados para su

obtencidn, las variedades comerciales P73 y M82 respectivamente. No hemos detectado por

tanto, alteracion fenotipica del desarrollo vegetativo en plantas de ambos genotipos mutantes.
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1.3.2 Desarrollo reproductivo

Las flores de las plantas mutantes muestran un fenotipo caracteristico que consiste en el
desarrollo anormal de los estambres, los cuales presentan un aspecto filamentoso.
Adicionalmente, el fruto inicia su desarrollo sin necesidad de que ocurra fecundacién, generando

asi frutos partenocarpicos.
133 Caracterizacion del desarrollo floral

1.3.3.1 Numero de érganos florales

Con el fin de detectar si existian cambios en el numero de érganos florales en las plantas hydra, se
realizd6 un muestreo de flores en antesis tanto de plantas silvestres como de las plantas mutantes.
Se recogieron 10 flores para cada linea mutante, a cada flor se le realizé una diseccion separando

los cuatro verticilos y se procedid a contar el nimero de drganos presentes por cada verticilo.

Los resultados muestran que las flores de tomate provenientes de plantas silvestres de las
variedades P73 y M82, presentan la formula floral 6:6:6:4 y 6:6:6:2, respectivamente (Figura 10y
11, A, B, Ey F). En las flores provenientes de plantas hydra la féormula floral es la misma que en las
plantas silvestres (Figura 10y 11, C, D, G y H), lo cual quiere decir que no existen diferencias en el
numero de érganos florales entre las variedades silvestres y las lineas mutantes, indicando que la

mutacion hydra no altera el nimero de érganos florales.

8
iL I Silvestre P73 Silvestre M82
1 hyd-1 1 hyd-2

Numero de 6rganos
£ -9
1

Numero de 6rganos

Sepélos Péta;lns Estanl'lbresCarplelns Sepélns Pétallns EstanilbresCarplelns

Figura 10. Comparacion del nimero promedio de 6rganos florales entre plantas silvestres y plantas con fenotipo
mutante hydra.

A. Corresponde a la comparacion entre el silvestre S. lycopersicum var. P73 y el mutante hyd-1.

B. Corresponde a la comparacion entre el silvestre S. lycopersicum var M82 y el mutante hyd-2.

Los datos representan la media, las barras indican el error estandar de los datos.
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Figura 11. Fenotipo floral de las plantas mutantes hydra.

A. Flor de planta silvestre Solanum lycopersicum var. P73.

B. Detalle de estambres y ovario flor silvestre.

C. Flor de planta con fenotipo mutante hydra en fondo P73 (hyd-1).
D. Detalle de estambres y ovario hyd-1.

E. Flor de planta silvestre Solanum lycopersicum var. M82.

F. Detalle de estambres y ovario flor silvestre Var. M82.

G. Flor de planta con fenotipo mutante hydra en fondo M82 (hyd-2).
H. Detalle de estambres y ovario hyd-2.
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1.3.3.2 Analisis morfolégico del desarrollo de los estambres en plantas mutantes hydra

Las flores de tomate en plantas silvestres presentan 6 estambres que poseen filamentos cortos
fusionados entre si y unidos a la base de la corola. Estos filamentos sostienen las anteras que se
encuentran unidas lateralmente por dos filas de estructuras filamentosas para formar el cono
estaminal que envuelve el pistilo. Cuando ocurre la dehiscencia de las anteras se liberan los
granos de polen maduros, los cuales caen sobre el estigma de la flor, posibilitando que se dé la
autopolinizacion (Figura 11 A, B, E y F). En las flores de las plantas mutantes hydra la morfologia
de los estambres es diferente. Los estambres son planos, de aspecto filamentoso y no estan
unidos longitudinalmente, excepto en la base. Esta disposicion no permite una apropiada
formacién del cono estaminal y en consecuencia el pistilo queda descubierto (Figura 11 C, D, Gy

H).

Existen algunas plantas androestériles en donde la partenocarpia estd relacionada con cambios
homedticos. A fin de evaluar se existe algin cambio de identidad en los estambres de plantas
hydra, se realizé un andlisis por microscopia electrénica de barrido. Para ello se hizo una diseccion
de flores en antesis de plantas silvestres de tomate (var. P73 y M82) y plantas mutantes hyd-1 e
hyd-2. Los estambres en las plantas silvestres estan formados por anteras con dos sacos polinicos
engrosados, en donde se encuentra almacenado el polen (Figura 12 A, Cy E). En la cara interna de
los estambres se pueden ver las lineas de pelos formando el canal comun que retiene los granos
de polen antes de la dispersién (Figura 12 C). Por su parte, los estambres de las plantas mutantes
presentan una estructura plana, como se habia visto anteriormente (Figura 12 By F). Dentro de la
cara interna de los estambres del mutante hyd-1 se observan dos hundimientos que

corresponderian a los sacos polinicos aunque no se observa formacion de polen (Figura 12 D).

Los analisis mediante microscopia electrénica de barrido no evidencian transformaciones
homeodticas de los estambres de plantas mutantes. A pesar del cambio morfolédgico respecto al
silvestre, se observa la distribucidn tipica del estambre en filamento y antera. Por otra parte no se
observa la formacion de polen lo que indicaria que los estambres de los mutantes hydra no son

funcionales.

En el andlisis por microscopia electrénica no se observa formacién de polen en las plantas hydra,
sin embargo, no podemos saber si la produccién del polen se ha detenido en algin momento de
su desarrollo o si ni siquiera se ha iniciado. Por esta razén se decidié analizar el desarrollo del
estambre mediante microscopia dptica utilizando cortes transversales. Se analizaron dos estadios

de la flor: 12 y 8 dias antes de la antesis.
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Capitulo I: Resultados

Figura 12. Morfologia de los estambres de plantas hydra, observados mediante microscopia electrénica de barrido.
A. Estambre de flor silvestre S. lycopersicum var. P73

B. Estambre de flor con fenotipo mutante hyd-1.

C. Superficie interior del estambre de flor silvestre S. lycopersicum var. P73.

D. Cavidad interior del estambre de flor hyd-1.

E. Estambre de flor silvestre S. lycopersicum var. M82.

F. Estambre de flor con fenotipo mutante hyd-2

En el primer estadio evaluado, los estambres de plantas silvestres se observan engrosados y con
la presencia de sacos polinicos en etapas iniciales de desarrollo (Figura 13 Ay C). Por el contrario,
en los las flores de plantas mutantes 12 DAA, los estambres se observan delgados y sin la
presencia de los sacos polinicos (Figura 13 B y D). En la siguiente etapa evaluada (8 DAA), las flores
de plantas silvestres presentan estambres donde se puede observar la presencia del tejido
esporogénico dentro de los sacos polinicos (Figura 13 E, G, | e K). En flores hydra no existe
formacién del tejido esporogénico (Figura 13 F, H, J y L) y por el contrario los estambres son
macizos (Figura 13 J y L), indicando que desde las primeros estadios los mutantes ya presentan un

desarrollo anédmalo.
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Silvestre P73

12 DAA

8 DAA

ol
U
SaE A A
Figura 13. Desarrollo floral del mutante hydra en estadios tempranos.
Se muestran cortes transversales de flores de 12 y 8 dias antes de la antesis (DAA) teiiidos con azul de toluidina.
Ay E. Flores silvestres S. lycopersicum var. P73.
By F. Flores de plantas mutantes hyd-1.
Cy G. Flores silvestres S. lycopersicum var. M82.
Dy H. Flores de plantas mutantes hyd-2.
Iy K. Detalle de la estructura de los sacos polinicos en estambres 8 DAA de plantas silvestres S. lycopersicum P73 y M82,
respectivamente.
Jy L. Detalle de estambres de flores mutantes hydra (hyd-1 e hyd-2, respectivamente) 8DAA.
Las flechas negras y blancas sefialan respectivamente los estambres y los évulos afectados del fenotipo mutante desde
las etapas tempranas del desarrollo de la flor.

1.3.3.3 Anadlisis morfoloégico del desarrollo del ovario en plantas mutantes hydra

En lo que respecta al ovario de las lineas mutantes hydra, visualmente no se evidencian
diferencias morfoldgicas, salvo que en antesis el tamafio es levemente mayor que el de una flor
silvestre (Figura 11 B, D, F y H). Con el fin de evaluar la funcionalidad de los évulos en plantas
mutantes hydra, se realizd una polinizacién a mano con polen proveniente de plantas silvestres
sobre plantas homocigotas hyd-1. Los frutos obtenidos a partir de los cruzamientos no contenian

semillas, lo que indica que el ovario de plantas hydra presentaba algun tipo de anomalia.
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Para evaluar si existe alguna alteracién en el desarrollo del ovario, se realizd6 un estudio por
microscopia electrénica de barrido. Para ello se hizo una fina diseccidon de ovarios de flores en
antesis de plantas silvestres y lineas mutantes, separando cuidadosamente el pericarpio y
dejando los dvulos expuestos. En ovarios de tipo silvestre los dvulos tienen forma esférica y se
encuentran ocupando toda la cavidad interior del ovario (Figura 14 A y C). En los mutantes los

dvulos son de menor tamafio y presentan forma de gancho (Figura 14 By D).

Figura 14. Fenotipo de 6vulos de plantas mutantes hyd-1 e hyd-2 y sus respectivos fondos silvestres, observados
mediante microscopia electrénica de barrido.

A. Ovulos de plantas silvestres var. P73.

B. Ovulos de plantas con fenotipo mutante hyd-1.

C. Ovulos de flor silvestre var. M82.

D. Ovulos de planta con fenotipo mutante hyd-2.

Al mismo tiempo, se analizaron los cortes transversales de flores en estadios tempranos de
desarrollo descritos en el apartado anterior. En el primer estadio evaluado, 12 dias antes de la
antesis, el desarrollo de los dvulos de plantas mutantes es indistinguible del silvestre (Figura 13 A
y D). Sin embargo, en el siguiente estadio evaluado (8 DAA), los dvulos no alcanzan el mismo

tamafio que los évulos de plantas silvestres (Figura 13 E - H).

Con el objetivo de evaluar el desarrollo del saco embrionario de los évulos se tomaron ovarios de
10 y 2 DAA y en antesis de plantas hyd-1 y silvestres. Tras un clareado los évulos se analizaron
mediante microscopia confocal. En el andlisis se pudo observar que en los dvulos de plantas
silvestres existe una cavidad interior correspondiente al saco embrionario, el cual a los 10 DAA es
inmaduro y las células internas se encuentran en etapa de diferenciacion celular (Figura 15 A). En
la antesis el saco embrionario ha madurado completamente, las células estan diferenciadas en las

7 células caracteristicas, una célula central, la ovocélula, dos sinérgidas y 3 antipodas (estas
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ultimas generalmente no se observan ya que sufren un proceso de muerte celular programada).
En la Figura 15 C, se pueden observar el saco embrionario de évulos de plantas silvestres con
cuatro de las células mencionadas. Cuando analizamos el desarrollo del évulo en plantas hyd-1 10
DAA vemos que no se observa la presencia del saco embrionario, en cambio se ve un tejido
uniforme (Figura 15 B). Los évulos de flores mutantes en antesis muestran grupos de células de
menor tamaio en la zona central, que podria corresponder a células en divisién en el interior del
ovulo (Figura 15 D). Sin embargo, los dévulos de plantas hyd-1 en los estadios evaluados no
muestran desarrollo de integumentos (Figura 15 B y D). Nuestras observaciones indican que la
mutacién hydra esta afectando tanto a la esporogénesis como a la gametogénesis femenina y en

consecuencia no se produce un gametofito funcional.

10 DAA

Antesis

Figura 15. Observacion del saco embrionario de évulos hyd-1 y silvestres.

A. Ovulo de flor silvestre 10 DAA

B. Ovulo de flor hyd-1 10 DAA.

C. Ovulo de flor silvestre en antesis. Ov, Ovocélula; S, Sinérgidas; Cc, Célula central.

D. Ovulo de flor hyd-1 en antesis.

Las flechas blancas sefialan la cavidad interior de los évulos silvestres corresponde al saco embrionario, la flecha vacia
sefiala la acumulacion de células en division. Las barras blancas indican 20um.

134 Caracterizacion del fruto

El cuajado del fruto en plantas con fenotipo mutante hydra sucede sin necesidad de que ocurra la

fecundacién, generando asi frutos sin semillas, es decir frutos partenocarpicos. Estos frutos tienen
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un tamafo reducido en comparacidn con los frutos de plantas silvestres, especialmente en las

plantas mutantes del alelo hyd-2 (Figura 16).

Figura 16. Fenotipo de frutos de plantas mutantes hydra.

A. Fruto de planta silvestre Solanum lycopersicum var. P73.

B. Fruto partenocarpico de planta mutante hydra en fondo P73 (hyd-1).
C. Fruto de planta silvestre Solanum lycopersicum var. M82.

D. Fruto partenocarpico de planta mutante hydra en fondo M82 (hyd-2).

1.3.4.1 Caracteristicas de calidad

A fin de evaluar posibles efectos de la mutacion hydra sobre la calidad del fruto, se analizaron
diferentes parametros fisicos tales como: peso, altura, diametro, espesor del pericarpio y numero
de léculos. En cuanto a los parametros de fruto procesado se analizaron la acidez y los grados brix
(° Brix) y a partir de estos dos pardmetros se obtuvieron el indice de madurez y el indice de sabor.
La determinacion de la acidez se realiz6 mediante valoracién dacido-basica. Los resultados se
expresan como porcentaje de acido citrico, por ser éste el acido titulable mayoritario en la
muestra. Los °Brix, se obtienen mediante técnicas refractométricas (MAPA 1993) y expresan la
cantidad de sdlidos solubles, los cuales son un indicador del contenido de azucares presentes en

el fruto. Todos los analisis se realizaron sobre frutos en estadio rojo maduro.

Respecto al peso de los frutos, para la variedad silvestre P73 el valor promedio fue de 75,8 g y
para la variedad M82 es de 13,8 g (Figura 17). En plantas mutantes hydra se observa una
disminucién en el peso del fruto respecto al genotipo silvestre correspondiente. En la linea hyd-1

la reduccién es del 80 % (Figura 17 A), mientras que en la linea hyd-2 esta reduccidn alcanza el
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95% (Figura 17 B). Debido al tamafio pequefio de los frutos de plantas hyd-2 las parametros de

calidad se evaluaron utilizando frutos maduros de plantas mutantes hyd-1.
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Figura 17. Peso de frutos de plantas hydra.

A. Comparacion entre el silvestre S. lycopersicum var. P73 y el mutante hyd-1.

B. Comparacion entre el silvestre S. lycopersicum var M82 y el mutante hyd-2.

Los datos representan la media + el error estandar de los datos para cada muestra. El asterisco indica las diferencias
significativas entre las medias para p<0,05 de los mutantes hyd-1 e hyd-2 en comparacidn con sus respectivos silvestres.

Al mismo tiempo se realizé la medicion de la altura y el didmetro de los frutos donde se observé
nuevamente una reduccién en el tamano de los frutos hyd-1 alcanzando valores en torno a un
40% por debajo de los valores normales (Figura 18 A y B). En cuanto a la forma del fruto, esta se
determind dividiendo la altura por el didmetro. De este modo, el valor de 1 corresponde a un
fruto redondo, valores inferiores a 1 indican que el fruto es achatado y valores superiores que el
fruto alargado. Los frutos de plantas silvestres P73 y de plantas mutantes hyd-1 muestran valores
similares e inferiores a 1, lo que indica que los frutos son ligeramente achatados y que no hay

diferencias entre ellos. Por tanto, la mutacién hydra no modifica la forma del fruto (Figura 18 C).

También se evalud el espesor del pericarpio, que en plantas silvestres se encuentra alrededor de
0,6 cm (Figura 18 D). Al igual que para los anteriores parametros fisicos, el grosor del pericarpio

disminuye en frutos hyd-1, siendo un 30% menor que en los frutos silvestres.

En relacién al nimero de léculos del fruto, normalmente oscila entre 4 y 5 l6culos en frutos de
plantas silvestres. Al evaluar este parametro en frutos de plantas hyd-1 se observa que no existen

cambios significativos en el nUmero de léculos respecto al silvestre (Figura 18 E).
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Figura 18. Caracteristicas fisicas de calidad de frutos de plantas hyd-1.

Se muestra la comparacion de los frutos hyd-1 y frutos de la variedad silvestre P73.

A. Altura.

B. Diametro.

C. Coeficiente de la forma (altura/didmetro).

D. Grosor del pericarpio.

E. Numero de léculos.

Los datos representan la media * el error estandar de los datos para cada muestra. El asterisco indica las diferencias
significativas entre las medias para p<0,05 del mutante hyd-1 en comparacién con los frutos silvestres P73.

Respecto a los pardmetros quimicos de calidad, se encontré que los frutos de plantas hyd-1
contenian un porcentaje de acido citrico mayor que el de frutos silvestres. De esta manera,
mientras que el silvestre muestra un porcentaje promedio de acidez de 0,36%, en los frutos de

plantas mutantes este valor es de 0,53% (Figura 19 A).

Asi mismo la evaluacion de °Brix en los frutos hyd-1 evidencié un incremento significativo en el
contenido de sodlidos solubles respecto a los frutos de plantas silvestres. Los frutos hyd-1
presentan en promedio de 5,22 °Brix, mientras que en plantas silvestres este valor es de 4,24 °Brix

(Figura 19 B).

En relacidn al indice de madurez, este parametro se obtuvo a partir del ratio entre los °Brix y el
porcentaje de acido citrico presentes en el fruto. El valor promedio en el indice de madurez es de
9,9 para los frutos de plantas hyd-1y 10,7 para los frutos de plantas silvestres, los valores indican
gue no existe variacion en el indice de madurez entre los frutos del mutante y los frutos del

silvestre (Figura 19 C).
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Al mismo tiempo se realizé el célculo del indice de sabor. En plantas silvestres el indice de sabor
es de 0,5, mientras que en las plantas mutantes los frutos presentan un valor de 0,7. Los
resultados indican que los frutos de plantas mutantes presentan un aumento significativo en el

indice de sabor respecto a los valores obtenidos para los frutos de plantas silvestres (Figura 19 D).
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Figura 19. Evaluacidn de las caracteristicas de fruto procesado en plantas hyd-1.

A. Comparacion del porcentaje de acidez entre frutos hyd-1 y frutos silvestres.

B. Comparacién de °Brix presentes en los frutos hyd-1 y silvestres.

Los datos representan la media * el error estandar de los datos para cada muestra. El asterisco indica las diferencias
significativas entre las medias para p<0,05 del mutante hyd-1 en comparacién con los frutos silvestres P73.

2 BASES MOLECULARES DEL DESARROLLO REPRODUCTIVO DE PLANTAS hydra

2.1 Control hormonal

Datos experimentales indican que las auxinas y las giberelinas desempefian un papel importante
en el proceso de cuajado y desarrollo del fruto (Mapelli et al. 1978; Fos et al. 2000; Fos et al.
2001). La aplicacién exdgena de GAs o auxinas antes de la polinizacién puede inducir el desarrollo
auténomo del ovario en tomate generando frutos partenocarpicos (Biinger-Kibler and Bangerth
1982; Alabadi et al. 1996). En algunos estudios se ha demostrado que el incremento de los niveles
de GAs en el ovario se asocia con el desarrollo de frutos partenocarpicos, como es el caso de las

plantas PsEND1:barnasa y los mutantes pat (Olimpieri et al. 2007; Medina et al. 2013). Por todo lo
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anterior, en este estudio nos planteamos analizar el papel de las GAs y las auxinas en el desarrollo

reproductivo del mutante partenocarpico hyd-1.

2.1.1 Tratamiento con paclobutrazol

Con el fin de evaluar si las giberelinas participan en la generacién de frutos partenocarpicos en las
plantas hydra, se realizaron tratamientos de plantas con paclobutrazol (PAC), un inhibidor de la
sintesis de GAs. La aplicacién de PAC disuelto en solucién nutritiva se realizé cada tercer dia sobre
las raices de plantas hyd-1 y de plantas silvestres, el tratamiento se inicié cuando las plantas
presentaban la primera inflorescencia y las aplicaciones se realizaron hasta que las flores de esta
inflorescencia alcanzaban la antesis. El tratamiento con PAC bloquea la sintesis de GAs
impidiendo el desarrollo del ovario polinizado en plantas silvestres (Figura 20 A y B). En plantas
hyd-1, los ovarios de plantas tratadas con PAC no detienen totalmente su crecimiento, aunque no
alcanzan su tamafo normal (Figura 20 Cy D). Por tanto, el tratamiento con el inhibidor de sintesis
de GAs no bloquea el desarrollo del fruto en plantas hyd-1, sugiriendo que el desarrollo auténomo
del ovario en plantas partenocarpicas hyd-1 no depende de la sintesis de giberelinas, aunque

estas contribuyen al crecimiento del fruto.

Control +PAC

Figura 20. Efecto del paclobutrazol en la fructificacion de plantas muntantes hyd-1.
A. Frutos de plantas silvestres S. lycopersicum var. P73 regadas con solucién control
B. Frutos de plantas silvestres regadas con paclobutrazol (PAC).

C. Frutos de plantas hyd-1 regadas con solucién control.

D. Frutos de plantas hyd-1 regadas con PAC.
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2.1.2 Anadlisis de expresion de genes del metabolismo y sefializacion de GAs

El metabolismo de GAs ha sido objeto de numerosos estudios, en donde se han identificado los
genes que codifican las diferentes enzimas implicadas en la sintesis y catabolismo de estas
hormonas. Los pasos finales de la sintesis de GAs activas estdn catalizados por las enzimas GA20-
oxidasas y GA3-oxidasas. Al mismo tiempo las GAs activas y sus precursores pueden ser
inactivados irreversiblemente por las enzimas GA2-oxidasas (Sponsel and Hedden 2004; Rieu et al.

2008).

Especificamente en tomate se han identificado genes que codifican este tipo de enzimas, cuatro
genes para GA20oxidasas, dos para GA3oxidasas, y cinco genes que codifican las enzimas
inactivadoras de GAs, GA2oxidasas (Rebers et al. 1999; Serrani et al. 2007b). Teniendo en cuenta
gue se han relacionado cambios en los niveles de GAs con cambios en los niveles de transcritos de
genes clave en la ruta de metabolismo y sefializacién de GAs (Fos et al. 2000; Olimpieri et al.
2007; Medina et al. 2013), nos propusimos analizar la expresidon de algunos de estos genes en
flores del mutante hyd-1 utilizando la técnica de RT-gqPCR por su alta sensibilidad. Se evaluaron
dos estadios florales antes de la antesis (10 y 2 DAA), estos estadios se escogieron porque en el
primero se observan diferencias morfoldgicas en el desarrollo de la flor de plantas mutantes y en
el segundo se pudo diseccionar la flor separando estambres y carpelos, de esta manera se
pretendia evaluar si los defectos del desarrollo observados en estos dos verticilos correlacionan

con alteraciones en los niveles de trascritos de los genes.

En la Figura 21 se muestra la comparacion de los niveles de transcritos de genes implicados en la
biosintesis de GAs activas entre flores de plantas hyd-1 y plantas silvestres. En yemas florales (10
DAA), se observa como la expresidn de los genes SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA30x2 es superior en
las flores del mutante, en valores de 1,4 veces para los genes SI200x1 y 2 y 3,16 veces para
SIGA30x2 (Figura 21 A, C y D), mientras que los genes SIGA200x3 y SIGA30x1 no presentan
ninguna alteracién en los niveles del transcrito para esta primera etapa (Figura 21 B y E). En
general, nuestros resultados indican que en yas yemas florales de plantas hyd-1 (10 DAA) existe
un aumento de expresion de los genes que codifican GA 20-oxidasas y GA 3-oxidasas, enzimas que

catalizan las ultimas etapas de la biosintesis de GAs activas.

En el siguiente estadio evaluado, que corresponde a las flores recogidas dos dias antes de la
antesis (2 DAA), se observa que en los estambres de plantas hyd-1 hay un descenso en los niveles
de expresion del gen SIGA200x1 cercano al 96% (Figura 21 A), contrario a lo que ocurre con el gen
SIGA200x2, el cual aumenta su expresién en 5,8 veces el valor detectado en los estambres del

silvestre (Figura 21 C). Para los demas genes analizados (S/GA200x3, SIGA30x1y SIGA30x2) no se
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observan cambios significativos de expresion en los estambres de cada linea (Figura 21 B, D y E).
En relaciéon al carpelo de flores hyd-1 2DAA, la expresion de los genes SIGA200x1, SIGA200x3 y
SIGA30x2 no varia respecto al silvestre. Sin embargo, los niveles del transcrito del gen SIGA200x2
muestran una reduccién del 66% en el carpelo del mutante (Figura 21 C). Al mismo tiempo, se
observa un incremento en la expresion del gen SIGA30x1 en el carpelo de plantas hyd-1 (Figura 21
B), con un valor de 3,5 veces respecto al silvestre. Estos resultados indican, que en el ovario de
plantas mutantes hyd-1 existe un aumento importante en la expresion del gen SIGA3ox1, que

codifica una de las enzimas responsable de la sintesis de GAs activas.
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Figura 21. Niveles de expresion de genes que codifican enzimas implicadas en la biosintesis de GAs activas en flores
del mutante hyd-1. A. SIGA200x1; B. SIGA200x2; C. SIGA200x3; D. SIGA30x1 y E. SIGA30x2.

Se muestra la comparacidn en los niveles de transcritos de flores silvestres y flores hyd-1 10DAA y 2DAA.

Los valores son relativos al nivel de expresion de cada gen en el carpelo de flores silvestres 2DAA.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.

El asterisco indica diferencias significativas de las plantas hyd-1 respecto al silvestre (p<0,05).
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Por otra parte, el proceso de inactivacion de GAs estd mediado por la accién de las GA2oxidasas.
En tomate se han aislado cinco genes codificantes de este tipo de enzimas (S/IGA20x1 a SIGA20x5)
(Serrani, 2008). Nosotros hemos evaluado la expresidon de los genes SIGA20x1 y SIGA20x2, los
cuales parecen tener un papel relevante en el proceso del desarrollo del ovario y la fructificacién

(Martinez-Bello 2014).

En yemas florales (10 DAA) de plantas mutantes hyd-1 no se observan alteraciones en los niveles
de transcritos para ninguno de los dos genes analizados (Figura 22 A y B). En el segundo estadio
floral evaluado (2 DAA), la expresion del gen SIGA2ox1 no presenta ningun cambio, ni en
estambres ni en el carpelo de flores hyd-1 (Figura 22 A). Mientras tanto, el gen SIGA20x2 presenta
una disminucién en los niveles del transcrito en ambos tejidos evaluados, donde la reduccion es
del 80% para los estambres y del 47% en el carpelo (Figura 22 B). Los resultados de este anlisis
indican que las flores hyd-1 2DAA, presentan una reduccién en la expresion del gen SIGA20x2 que

codifica una de las enzimas inactivadoras de GAs.
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Figura 22. Niveles de expresion de genes que codifican enzimas inactivadoras de GAs en flores del mutante hyd-1.
A. SIGA20x1y B. SIGA20x2.

Se muestra la comparacién en los niveles de transcritos de flores silvestres y flores hyd-1 10DAAy 2DAA.

Los valores son relativos al nivel de expresion de cada gen en el carpelo de flores silvestres 2DAA.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.

Otro de los transcritos evaluados fue el del gen SIDELLA que codifica un regulador central de la
ruta de sefializacion por GAs. En tomate tan solo se ha identificado una proteina DELLA, la cual
actua como un regulador negativo de la fructificacion y la disminucién en los niveles de proteina
induce la formacidn de frutos partenocarpicos (Marti et al, 2007, Carrera et al, 2012). En nuestro
estudio hemos analizado la expresién del gen SIDELLA en las flores del mutante partenocarpico
hyd-1. En el estadio floral 10DAA se detecta un leve incremento del mensajero, de 1,4 veces el
valor detectado en el silvestre (Figura 23). Sin embargo, en la siguiente etapa evaluada (2 DAA) no
se evidencia ninguna alteracién de los niveles del transcrito, ni en los estambres, ni en el carpelo

de flores del mutante hyd-1 (Figura 23). El analisis de expresion indica que el gen SIDELLA

76



presenta un ligero incremento en los niveles del transcrito en las etapas iniciales del desarrollo de

la flor en plantas hyd-1.
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Figura 23. Niveles de expresion de SIDELLA en flores del mutante hyd-1.

Se muestra la comparacion en los niveles de transcritos de flores silvestres y flores hyd-1 10DAA y 2DAA.
Los valores son relativos al nivel de expresion de cada gen en el carpelo de flores silvestres 2DAA.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.

2.13 Anadlisis de expresion de genes implicados en la ruta de sefnalizacién por auxinas

Como se dijo anteriormente, las auxinas desempefian un papel importante en el desarrollo
reproductivo de las plantas. Se ha descrito que existe un incremento en los niveles de auxinas en
los érganos florales tras la fertilizacidn de los dvulos (Gillaspy et al. 1993). Los analisis moleculares
apuntan a que el crecimiento del ovario estd bloqueado antes de la polinizacién y que estas
hormonas estan involucradas en la des-represion del crecimiento del ovario después de la

fertilizacion (Pandolfini et al. 2007).

La regulacidn transcripcional dependiente de auxinas esta mediada por proteinas pertenecientes
a dos familias génicas, Aux/IAA (Auxinas/Indol-3-Acido Acético Aux/IAA) y ARF (Factores de
Respuesta a Auxinas) (Wang et al. 2005; Guillon et al. 2008; Serrani et al. 2008; Vriezen et al.
2008; de Jong et al. 2009a; de Jong et al. 2009b). En tomate se han identificado genes que
codifican este tipo proteinas, y que ademas parecen tener un papel regulador en el proceso de
fructificacién. Dentro de este grupo se encuentran los genes SIIAA9 y SIIAA3 que codifican
proteinas Aux/IAA (Wang et al. 2005; Chaabouni et al. 2009), y otros dos genes que codifican
proteinas ARF, SIARF8 y SIARF7 (Goetz et al. 2007; de Jong et al. 2009b). Nosotros hemos
analizado la expresidén de estos cuatro genes en dos estadios florales (10 y 2 DAA) de la linea

partenocarpica hyd-1.

En relacion a los genes que codifican proteinas Aux/IAA, en yemas florales de plantas hyd-1 (10
DAA), se observa un ligero incremento de expresion del gen SIIAA3, con un valor de 1,4 veces

respecto al nivel observado en plantas silvestres (Figura 24 A). En esta misma etapa, para el gen
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SIIAA9 no se detectan cambios en los niveles de expresion (Figura 24 B). En el siguiente estadio
floral evaluado (2 DAA), el gen SIIAA3 duplica su expresion en los estambres de flores hyd-1,
respecto a los estambres de flores silvestre (Figura 24 A). Todo lo contrario ocurre con el gen
SIIAA9, para el cual los niveles del transcrito se reducen a la mitad (Figura 24 B). En relacién al
carpelo de flores 2DAA en plantas hyd-1, no se observan cambios de expresién para ninguno de

los genes SIIAA evaluados.

En cuanto a los genes que codifican factores de respuesta auxinas, se observa que en flores hyd-1
10 DAA los niveles de expresion de SIARF7 no presentan ninguna alteracidon. Sin embargo, la
expresidon del gen SIARF8 es ligeramente superior, para el cual se detecta un valor de 1,15 veces

relativo al nivel detectado en silvestre (Figura 24 Cy D).

En la siguiente etapa evaluada, en los estambres de flores 2 DAA en plantas hyd-1, los niveles de
transcrito para el gen SIARF7 disminuyen en un 34 % respecto a los valores normales (Figura 24 C),
mientras que la expresion de SIARF8 es superior, con un valor de 1,7 veces respecto a los valores
en estambres de flores silvestres (Figura 24 D). Sin embargo, en el carpelo no se detectan
alteraciones en los niveles de transcritos para ninguno de los dos genes (Figura 24 Cy D).

Nuestros resultados apuntan a que seguramente la sefializacién por auxinas se encuentre
desregulada desde las primeras etapas de desarrollo floral en plantas mutantes. Especificamente,
los cambios mds importantes en la sefializaciéon por auxinas se observan en los estambres de

flores hyd-1 2DAA y corresponden a la activacion de la seializacidn de auxinas.

Dentro de la sefializacion por auxinas, existe también un complejo que involucra una proteina F-
box, la cual funciona como receptor de auxinas y se conoce con el nombre de TIR1 (Transport
Inhibitor Responsel) (Dharmasiri et al. 2005). En tomate se demostrd que la proteina SITIR1 es un
regulador positivo en el proceso de cuajado del fruto, debido a que la sobre-expresién del gen
hace que se generen frutos partenocarpicos (Ren et al. 2011). Al analizar los niveles del transcrito
del gen SITIR1 en plantas hyd-1, se observa un aumento de 1,6 veces los valores normales en
flores 10DAA. En el segundo estadio analizado (2 DAA) no se detecta ninguna diferencia a nivel de
estambres, sin embargo, en el carpelo, la expresién desciende a la mitad (53%) comparado con los
valores obtenidos en flores silvestres (Figura 24 E). Por tanto, existe una desregulacion en la
expresion del receptor de auxinas durante todo el desarrollo floral en plantas mutantes, debido a
que al principio del desarrollo la expresién del gen se incrementa y en el estadio mas préximo a la

antesis los niveles del transcrito disminuyen.
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Figura 24. Niveles de expresion de genes que participan en la sefializacidn por auxinas, en flores mutantes hyd-1.
A.SIIAA3; B. SIIAA9; C. SIARF7; D. SIARF8 y E. SITIR1.

Se muestra la comparacién en los niveles de transcritos de flores silvestres y flores hyd-1 10DAA y 2DAA.

Los valores son relativos al nivel de expresion de cada gen en el carpelo de flores silvestres 2DAA.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.

Uno de los principales mecanismos que regulan la distribucién de auxinas es el transporte polar,

el cual esta mediado por las proteinas PIN y AUX/LAX, las cuales controlan el flujo celular de salida

y entrada de auxinas (Vanneste and Friml 2009). Existen estudios que indican como los genes

SIPIN1, SIPIN2 y SIPIN4, juegan un papel importante en el desarrollo reproductivo en tomate. En el

caso de SIPIN1 y 2 la expresion de los genes en ovarios inmediatamente después de la antesis y la

localizacién del transcrito en el fruto y en los évulos respectivamente, sugieren que estos dos

genes estan involucrados en las etapas tempranas de desarrollo del fruto (Nishio et al. 2010).

Otros estudios muestran que el gen SIPIN4 presenta altos niveles de expresion en flores y en los
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primeros estadios de desarrollo del fruto (Mounet et al. 2012; Pattison and Catala 2012). Ademas,
el silenciamiento del gen causa el crecimiento precoz del frutos sin necesidad de que ocurra la
polinizacién (Mounet et al. 2012). Basados en estos datos, nos propusimos evaluar la expresion de
estos tres genes en flores de plantas mutantes hyd-1. Los resultados muestran que existe un
incremento en los niveles del transcrito de cada gen en yemas florales de plantas hyd-1 (10 DAA),
en un orden de magnitud de 2,5 veces para SIPIN1, y 1,4 veces para SIPIN2 y SIPIN4 (Figura 25 A, B
y C, respectivamente), respecto a los valores detectados en el silvestre. En flores hyd-1 2 DAA la
expresidn en los estambres aumenta para los genes SIPIN2 y SIPIN4 en valores de 3,5y 1,9 veces
respectivamente, y esta misma tendencia se observa en el carpelo de plantas mutantes donde la
expresion es superior en valores de 1,5 veces para SIPIN2 y 1,3 veces para SIPIN4 respecto los
valores de expresion detectados en el silvestre (Figura 25 B y C). Sin embargo, la expresién del gen
SIPIN1 disminuye en un 34% en el carpelo de flores hyd-1 (Figura 25 A). En conjunto, nuestros
resultados indican que existe un aumento de expresién de los genes que codifican proteinas

transportadoras de auxinas SIPIN1, SIPIN2 y SIPIN4, desde los primeros estadios de desarrollo

floral.
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Figura 25. Niveles de expresion de genes SIPIN en flores de plantas mutantes hyd-1. Genes que codifican proteinas
implicadas en el transporte polar de auxinas. A. SIPIN1; B. SIPIN2; C. SIPIN4.

Se muestra la comparacidn en los niveles de transcritos de flores silvestres y flores hyd-1 10DAA y 2DAA.

Los valores son relativos al nivel de expresion de cada gen en el carpelo de flores silvestres 2DAA.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.
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Capitulo I: Resultados

2.14 Evaluacion de la distribucion de auxinas en el ovario

Para evaluar con mas detalle el patrén de distribucidn de auxinas en el ovario del mutante hyd-1
se realizd una inmunolocalizacion de auxinas, que consistié en detectar la presencia de la
hormona utilizando un anticuerpo especifico para el acido inddl acético (IAA por sus siglas en
inglés). La distribucién de auxinas se evalud en dos estadios previos a la antesis (12 DAA y 2DAA),

en antesis y dos dias después de la antesis.

Antesis

Figura 26. Inmunolocalizacion de auxinas (IAA) en distintos estadios de desarrollo floral en plantas hyd-1 y plantas
silvestres. Se muestran 4 estadios de desarrollo floral desde 12 DAA hasta 2DDA.

A-D e I-L. Inmunolocalizacion de auxinas.

E-H y M-P. Se muestra el control negativo de la inmunolocalizacién.

A,C E, G, I, K, My O. Flores de plantas silvestres.

B,D, F, H,J, L, Ny P. Flores de plantas hyd-1.

La barra indica 200 um.
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En la primera etapa evaluada (12 DAA) se detecta sefal en los évulos tanto en el ovario de plantas
silvestres como en el de plantas mutantes (Figura 26, A y B). La intensidad de la sefial se asocia a
la acumulacién de auxinas y esta es mayor en los évulos de plantas mutantes (Figura 26, Ay B). En
este mismo estadio se observa la acumulacién de auxinas en los estambres de plantas silvestres,
especificamente en los sacos polinicos, algo que no ocurre en los estambres del mutante (Figura
26, Ay B). Dos dias antes de la antesis la acumulacion de la hormona se detecta a lo largo de los
haces vasculares y en los dvulos de flores silvestres (Figura 26, C), mientras que en el ovario de
plantas hyd-1 no se observa la acumulacién de auxinas en el tejido vascular y en los évulos, sino
una distribucién uniforme por todo los tejidos del ovario. Dicha distribucién uniforme también se
observa en los siguientes estadios evaluados, en antesis y dos dias después de antesis (Figura 26,
D, J y L). Estos resultados indican que existe una deslocalizacidon de la hormona en el ovario de
plantas mutantes hyd-1, antes, durante y después de la antesis; y probablemente esta
deslocalizacion de auxinas podria ser responsable de las malformaciones de los gametos
masculino y femenino, y ser la causa del desarrollo auténomo del ovario en las plantas mutantes

hyd-1.

2.15 Determinacion de la cantidad de auxinas y GAs

Con el fin de detectar posibles cambios en la cantidad de hormonas presentes durante el
desarrollo floral de plantas hyd-1, se realizé la cuantificacion de GAs y auxinas. El analisis fue
realizado por el servicio de cuantificacion de hormonas del IBMCP utilizando UPLC-espectrometria
de masas. Para el analisis se tomaron flores de 10 DAA y 2 DAA. En estas ultimas se hizo una fina
diseccién separando los estambres y el carpelo. En el primer estadio evaluado se cuantificaron
las GAs activas y las auxinas (IAA). En el siguiente estadio, se cuantificaron la mayoria de GAs,
tanto las que corresponden a la ruta de la no hidroxilacién como la de las pertenecientes a la ruta

de la hidroxilacién en el C-13, ademas de las auxinas.

Durante el primer estadio de desarrollo evaluado, se detectéd que hay un incremento en la
giberelina activa GA4, mientras que la GA,, la cual esta catalogada como la giberelina activa mas
abundante en tomate (Fos et al., 2000), disminuye. En flores 2DAA, los estambres de plantas
mutantes no presentan diferencias en el contenido de GAs en comparacion con las plantas
silvestres, Unicamente existe una reduccion de GAs;, que es la forma inactiva de la GAq (Tabla 14).
Por otra parte, en el ovario de flores hyd-1 2 DAA, la ruta de la no hidroxilacion en el C-13 se
encuentra alterada. El contenido de la giberelina activa GAses menor que en las plantas silvestres,
al igual que su precursor GAg y la forma inactiva de este (Tabla 14). En relacion a la ruta de la

hidroxilacion en el C-13, en los ovarios de la linea mutante se detecta un descenso en el contenido
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de tres precursores de la giberelina activa GA;, asi como de GA»o, la forma inactiva de GAyo (Tabla

14). Sin embargo, los niveles de la giberelina GA; no se encuentran alterados en estas plantas.

La cuantificacion de estas hormonas nos indica que hay un aumento en la concentracién de la
giberelina activa GA; en las flores de plantas hydra 10 DAA. Sin embargo, el incremento de
concentracién no se mantiene en el estadio préximo a la antesis. Por tanto, esto sugiere,
nuevamente, que debe haber un mecanismo no mediado por GAs, implicado en el desarrollo de

los frutos partenocarpicos en el mutante hyd-1.

A. Ruta de la no hidroxilacion en el C-13

GA1s GA GAs GAs1 = GAw

GA inactiva GA activa GA inactiva

P73 0,19 £ 0,01

Flor
10DAA hyd-1 0,28+ 0,01*
P73 097%0,19 0,22+0,12 0,17+0,12 107+0,16 0,14+ 0,12  Indetectable
Estambre
Flor hyd-1 1,12+ 0,34 0,33 +0,03 0,22+0,11 0,41+0,03* 0,25+ 0,08  Indetectable
2DAA
P73 1,15+ 0,12 0,64 +0,12 0,08+0,02 0,47 +0,04 0,52+0,14  Indetectable
Ovario
hyd-1 0,78+ 0,22 063 +0,24 0,04+001* 0,23+0,02* 0,21 +0,07 * Indetectable
B. Ruta de la hidroxilacion en el C-13
GA1
GAs3 GAss GAio GA20 GAz GAs

GA inactiva GA activa GA inactiva

P73 0,43 £ 0,08

Flor
10DAA hyd-1 0,23 +0,02 *
P73 042017 0071002 629+113 895%+543 958+497 049+016 7,08z%233
Estambre
Flor hyd-1 0,29+0,04 0,13+0,04 8,14+269 383+112 168+022 0,66+0,19 6,54+0,85
2DAA

P73 000001 015%+003 1296+4,32 157£030 469079 041%019 618170

Ovario
hyd-1 0,00 +0,00 0,06+ 0,03* 13,2+4,18* 0,73+0,42* 1,36 £0,23* 0,50+ 0,22 7,58+ 2,54

Tabla 14. Cuantificacion de GAs en dos estadios de desarrollo floral de plantas hyd-1.

A. Ruta de la no hidroxilacién en el C-13

B. Ruta de la hidroxilacion en el C-13

Flores 10 Dias Antes de la Antesis (DAA) y estambres y ovarios de flores 2 DAA.

Los datos representan la media de tres replicas bioldgicas, de la cantidad de GAs dada en ng/g.

En gris se sefialan los precursores inmediatos de las GAs activas; en verde se sefialan las GAs activas.

Los asteriscos sefialan los valores donde existe diferencia significativa (p<0,05) en la comparacién del mutante hyd-1
con el silvestre (P73).

Por otra parte, la alteracion en el transporte de auxinas en plantas hyd-1 hacia pensar que el
contenido de auxinas en las flores dias antes de la antesis podria presentar cambios. Sin embargo,
al realizar la cuantificacion de la hormona, se evidencia que no existen diferencias en los niveles
de auxinas en plantas mutantes hyd-1 respecto al silvestre, ni en los primeros estadios de

desarrollo ni en los estambres y carpelos de flores antes de la antesis (Tabla 15). Estos datos
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indican, que a pesar de estar alterado el transporte de auxinas en las flores de plantas

partenocarpicos hyd-1, la cantidad de la hormona presente en la flor no cambia.

1AA (ng/g)

Elor P73 6,42 £ 0,07

10DAA hyd-1 6,15t 0,8

P73 1,3 £ 0,3
Estambre

Flor hyd-1 2,8 £ 1,3

2DAA P73 11,3 £ 1,3
Ovario

hyd-1 11,5+ 3,4

Tabla 15. Cuantificacion de acido inddl acético (IAA) en dos estadios de desarrollo floral de plantas hyd-1.

Flores 10 Dias Antes de la Antesis (DAA) y estambres y ovarios de flores 2 DAA.

Los datos representan la media de tres replicas bioldgicas, del contenido de acido indol acético (IAA) dado en ng/g.
No existe diferencia significativa (p<0,05) entre los valores obtenidos para el mutante hyd-1y el silvestre (P73).

3 MAPEO GENETICO DEL LOCUS HYDRA

Con el fin de identificar la localizacidn del locus HYDRA en el genoma del tomate, hemos realizado
un mapeo posicional. En primer lugar, se generd una poblacion de mapeo segregante para la
mutacion hydra. Para ello se realizaron cruces entre plantas mutantes hyd-1 en heterocigocis y
plantas de la especie silvestre Solanum pimpinellifolium. Esta especie se escogid ya que existen
marcadores polimdrficos basados en PCR que diferencian entre una especie y otra. La poblacién
de mapeo se obtuvo tras la autofecundacion de la poblacién F1. De los 6 cruces realizados, uno
segrego para el fenotipo mutante en la poblacién F2 y a partir de esta poblacién se seleccionaron

34 plantas homocigotas para la mutacion.

3.1 Localizacion cromosomica

Para la localizacidon cromosdmica de la mutacidn se utilizaron marcadores moleculares tipo InDels.
Se ha generado una coleccién de marcadores que abarcan todo el genoma de tomate en

intervalos de 40cM aproximadamente (ftp.solgenomics.net/maps and markers/LippmanZ/). A

partir del DNA gendémico de 13 plantas homocigotas para la mutacién, se amplificaron los
fragmentos polimodrficos descritos para los distintos marcadores. Las frecuencias de
recombinacidn calculadas para estos marcadores y la transformacion de estas frecuencias en
distancias de mapa, permitid localizar la mutacidn en el extremo del cromosoma 7 y por debajo
del marcador Ch7-15. El marcador Ch7-15 se encuentra a una distancia de 30.7 cM de la mutacién
hydra; mientras que para el siguiente marcador (Ch7-25) no se identificaron plantas

recombinantes.
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3.2 Mapeo fino del locus HYDRA

Para el mapeo fino de la mutacién hydra dentro del cromosoma 7, se utilizaron marcadores tipo
HRM. Estos marcadores permiten detectar polimorfismos en un solo nucledtido o SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism). Algunos de los marcadores utilizados durante el mapeo, fueron
cedidos amablemente por el grupo del Dr. Antonio Monforte (IBMCP) y otros se disefiaron a partir

de secuencias génicas disponibles en la pdagina www.solgenomic.com. La amplificacién de

fragmentos se realizd a partir del DNA gendmico proveniente de 34 plantas recombinantes,
homocigotas para la mutacién hydra. La deteccion de polimorfismos se realizé mediante el
analisis de curvas de fusidn de alta resolucién. En un primer andlisis se identificé que la mutacién
se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, encontrando cuatro plantas recombinantes para
el marcador Solcap_snp_sl 12149 vy dos plantas recombinantes para el marcador
Solcap_snp_sl 70595 (Figura 28). Para continuar acotando el fragmento se disefié un nuevo
marcador (Solcap_snp_sl_71003) en una posicion intermedia entre los dos marcadores descritos
anteriormente. Utilizando este marcador hemos acotado la posicidon de la mutacidn hydra entre
los marcadores Solcap_snp_s| 71003 y Solcap_snp_sl 70595, en un fragmento de DNA de
aproximadamente 2MB. Wang y colaboradores estimaron que en tomate la densidad génica para
la eucromatina es, en promedio, un gen cada 6,7 Kb (Wang et al. 2006) por lo que el fragmento

identificado podria contener alrededor de 300 genes.

cri Marcadores Rec::sit::ntes M
Solcap_snp_sl_68592 (0.54 MB) ) Solcap_snp_sl_68261 14 20,59
Solcap_snp_sl_68261(2.09 MB) jmm Solcap_snp_sl_6291 6 8,82
Solcap_snp_sl_12149 4 5,88

Solcap_snp_sl 71003 2 2,94

Solcap_snp_sl 70595 2 2,94

mmm Solcap_snp_sl_71003(62.80 MB)

Solcap_snp_sl_68261(58.14 MB)
Solcap_snp_sl_6291 (60.61 MB)

Solcap_snp_sl_12149(62.30 MB)
Solcap_snp_sl_70595 (64.54 MB)

_____________________________ bl Solcap_snp_sl_70595(64.54 MB)

CHLLI

Figura 27. Localizacidon del locus HYDRA.
Se representa la localizacién de la mutacién hydra, asi como el genotipo de las plantas analizadas para los marcadores
que flanquean la mutacion y la distancia estimada en centimorgans (cM).
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El cuajado del fruto es uno de los procesos mas importantes en la produccion de frutos carnosos.
El estudio de la regulacién durante este proceso es fundamental para comprender los
mecanismos moleculares que controlan la fructificacion y asi poder disefiar estrategias de mejora
del cultivo. A pesar de la gran importancia del cuajado la mayoria de investigaciones se han
centrado en analizar la maduracién del fruto y aln es escasa la informacion que se tiene acerca de
las etapas iniciales de la formacién del fruto. El estudio de la partenocarpia podria ayudar a
comprender los mecanismos genéticos y moleculares que regulan el proceso de cuajado. Ademas,
desde el punto de vista de la mejora biotecnoldgica, la partenocarpia ofrece ventajas respecto al
desarrollo normal del fruto, incrementando las tasas de cuajado en condiciones ambientales

subdptimas para la polinizacion y fertilizacion.

Con el fin de identificar nuevos genes que controlan el proceso de cuajado del fruto y profundizar
en la comprensién del desarrollo de partenocarpia ligada a androesterilidad en tomate, hemos
caracterizado el mutante partenocdrpico hydra de tomate. Este mutante es estéril y el ovario

crece en ausencia de polinizacién produciendo frutos partenocdrpicos.

4 La mutacidon hydra causa malformaciones en la flor asociadas a la formacién de frutos

partenocarpicos

La caracterizacion morfoldgica de los mutantes hydra (hyd-1 e hyd-2) revelé que las flores
presentan malformaciones tanto en los estambres como en el ovario desde etapas tempranas del
desarrollo floral. En primer lugar los estambres son alargados, macizos y no hay desarrollo del
polen. Asi mismo los dvulos presentan forma de gancho y no tiene lugar la formacién del saco
embrionario. Es decir, la mutacién hydra afecta el desarrollo del gametofito masculino vy
femenino. La gametogénesis involucra procesos celulares importantes que incluyen division
celular, diferenciacion y morfogénesis, los cuales estan coordinados por mdultiples sefiales
hormonales, ambientales y del desarrollo. Para que se lleve a cabo al desarrollo de gametofitos
primero debe ocurrir la esporogénesis, un proceso que se inicia mediante la diferenciacién de un
conjunto de células dentro de la antera y el ovario que daran lugar al tejido esporogénico.
Posteriormente, dicho tejido se somete a divisiones meidticas para formar las microsporas y

megasporas (Yang and Sundaresan 2000b; Capron et al. 2009).

En plantas mutantes hydra estan bloqueados los procesos de esporogénesis y gametogénesis
tanto masculina como femenina. En Arabidopsis, se han identificado distintos genes que
participan en la especificacién de las lineas germinales femenina y masculina (Revisado por
Wilson y Yang 2004; Bencivenga et al. 2011; Xing 2011). En particular, el gen
SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ), tiene un papel esencial en la iniciacion de la esporogénesis

89



tanto en los dérganos masculinos como femeninos. Este gen codifica una proteina nuclear,
posiblemente un factor transcripcional (Schiefthaler et al. 1999; Yang et al. 1999;
Balasubramanian and Schneitz 2000; Balasubramanian and Schneitz 2002). El mutante de pérdida
de funcién sp/ muestra esterilidad tanto del gametofito femenino como del masculino
(Schiefthaler et al. 1999; Yang et al. 1999), de manera similar a lo observado en el mutante hydra.
En ambos mutantes las alteraciones en las anteras y en los évulos se observan desde los primeros
estadios de desarrollo y no se observan anomalias ni en el nimero de drganos florales ni durante
el desarrollo vegetativo (Schiefthaler et al. 1999; Yang et al. 1999). La principal diferencia que
existe entre estos dos mutantes, es que mientras que en el mutante sp/ las silicuas no se
desarrollan, en el mutante hydra se producen frutos partenocdarpicos. En nuestro laboratorio un
resultado similar se obtuvo tras la introduccidon de una construccién quimérica del promotor
especifico de anteras PsEND1 fusionado a un gen citotdxico, en plantas de Arabidopsis thaliana,
Brassica Napus, Nicotiana tabacum y Solanum lycopersicum. En todos los casos las anteras no se
desarrollaron, pero mientras que las plantas que producen frutos secos fueron estériles (Roque et
al. 2007), en tomate (fruto carnoso) el ovario inicié su crecimiento en ausencia de fertilizacion,

produciendo frutos partenocarpicos (Medina et al. 2013).

Es interesante ver como en muchos casos la androesterilidad se asocia a la obtencién de frutos
partenocarpicos en distintas variedades y, de hecho hace algunos afios se propuso que los
estambres producen una sefial represora del desarrollo del ovario antes de que ocurra la
fertilizacion (Vivian-Smith et al. 2001). En manzano, el mutante Rae Ime, que no posee pétalos ni
estambres debido a la pérdida de funcién del gen homdlogo a PISTILATA (MdPI) desarrolla frutos
sin necesidad de polinizacién (Yao et al. 2001). Por otra parte, en tomate, la reduccién de la
expresion de los genes TM8 y TM29 (homodlogos de los genes SEPALLATA) originan cambios de
identidad de sépalos y estambres, asi como la formacion de frutos partenocarpicos (Lifschitz et al.
1993; Ampomah-Dwamena et al. 2002). También el mutante parthenocarpy fruit (pat) que
presenta flores con estambres aberrantes y évulos no funcionales, desarrolla frutos en ausencia
de fertilizacion (Mazzucato et al. 1998). Asi mismo, el mutante de périda de funcién del gen
STAMENLESS de tomate (homodlogo de AP3) se caracteriza por la ausencia de estambres y la
produccién de frutos sin semillas (Gomez et al. 1999; Quinet et al. 2014). Nuestros resultados del
estudio de las plantas partenocarpicas hydra, muestran que la alteracidon en el desarrollo de
anteras se presenta desde los primeros estadios de desarrollo floral, lo cual apoya la idea de que
en el silvestre, las anteras en desarrollo son la fuente de una sefial represora hacia el ovario que

evita que éste inicie su crecimiento antes de la polinizacion y fertilizacion.
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Algunos estudios de partenocarpia, en distintas especies, sefialan que los dvulos tienen también
un papel central durante el cuajado y el crecimiento del fruto (Revisado por Sotelo-Silveira et al.
2014). En Arabidopsis, el mutante fruit without fertilization (fwf; arf8-4) desarrolla frutos
partenocarpicos (Goetz et al. 2006) y en combinacidn con el mutante aberrant testa shape (ats),
gue contiene un solo integumento, se incrementa el desarrollo de frutos partenocarpicos, lo que
sugiere que la modificacion del integumento del évulo influencia este fenotipo (Vivian-Smith et al.
2001). Asi mismo, el mutante bell, donde los integumentos del 6vulo se convierten en estructuras
carpeloides, en combinacion con fwf (doble mutante bel1 fwf), también aumenta el desarrollo de
frutos partenocarpicos (Vivian-Smith et al. 2001). La carencia de integumentos en los évulos
asociada a la partenocarpia, se observa también en el mutante partenocarpico de Annona
squamosa, el cual es una fenocopia del mutante ino de Arabidopsis (Lora et al. 2011). Algo similar
ocurre en el mutante hydra, en el cual no se observa la formacién de integumentos, lo cual apoya
la idea de que posiblemente exista una conexion entre el desarrollo anormal de integumentos y la

partenocarpia (Sotelo-Silveira et al. 2014).

En conjunto, nuestros resultados del analisis del mutante hydra ponen de manifiesto la conexién
entre el desarrollo anormal de los gametofitos (polen y dvulos) y la formacién de frutos
partenocarpicos, sugiriendo un papel central del desarrollo de los gametos en el control del

cuajado y desarrollo del fruto, al menos en esta especie.

5 Base hormonal del fenotipo mutante hydra

El control hormonal sobre el proceso de fructificacion ha sido ampliamente estudiado. Los
avances en este proceso han identificado que las principales hormonas que actian durante el
cuajado del fruto son las auxinas y las GAs (Serrani et al. 2007a; de Jong et al. 2009a). Ademas,
existe evidencia de que la interaccidn entre auxinas y GAs es necesaria para la coordinacion del
desarrollo del fruto y de las semillas (Ozga and Reinecke 2003). El éxito de la fructificacion
depende del correcto desarrollo de la flor, en donde dichas hormonas también desempefian un
papel muy importante (Yu et al. 2004; Aloni et al. 2006; Cheng and Zhao 2007). El desarrollo de
frutos partenocarpicos en las plantas mutantes hydra esta regulado hormonalmente y parece
estar asociado a cambios en la expresidn de genes relacionados con la sefalizacién hormonal por

parte de GAs y auxinas.

En relacidn a las GAs, durante las primeras etapas de desarrollo floral de plantas hydra existe un
aumento en la expresion de genes que codifican enzimas implicadas en la biosintesis de GAs
activas (SIGA200x1, SIGA200x2 y SIGA30x2). Incrementos en los niveles de expresion de estos

genes en el ovario se han correlacionado con el aumento en la concentracién de GAs. En

91



concreto, la sobre-expresion del gen CcGA20o0x1 en tomate genera un incremento en el contenido
de GA,4 (Garcia-Hurtado et al. 2012). Acorde con lo anterior, en plantas hyd-1 el nivel de GA, en
flores 10 DAA es mayor que en plantas silvestres. En contraste, la concentracidon de GA; (la
giberelina bioactiva predominante en tomate) disminuye en plantas hyd-1 comparada con plantas
silvestres, para esta misma etapa. Algo similar fue observado en los frutos de plantas transgénicas
de tomate que sobre-expresan el gen CcGA200x1, en dénde los niveles de las GAs pertenecientes
a la ruta de 13-hidroxilacién fueron mas bajos que en las plantas silvestres (Garcia-Hurtado et al.
2012). Este hecho puede deberse a la competencia por sustrato (GA1z) entre la enzima GA 20-
oxidasa sobre-expresada y la enzima endégena GA 13-hidrolasa, dejando un flujo constante a
través de la ruta de la no 13-hidroxilacion que lleva a una reduccidon de los niveles de GA;
(Eriksson et al. 2000; Vidal et al. 2003; Garcia-Hurtado et al. 2012). Adicionalmente, durante este
mismo estadio floral (10 DAA), la expresion del gen SIDELLA estd inducida en plantas hyd-1. Se ha
establecido que las proteinas DELLA son represores centrales de diferentes procesos del
desarrollo dependientes de GAs (Dill et al. 2001; Daviere and Achard 2013). Los altos niveles de
GA, en las flores de plantas hyd-1 10 DAA, posiblemente promueven la degradacidn de la proteina
SIDELLA, permitiendo el crecimiento prematuro del ovario en etapas previas a la antesis. La
degradacion de la proteina SIDELLA induciria la expresién del gen, por un efecto de
retroalimentacién positiva. De manera similar, la aplicacién exdégena de GAs en ovarios no

polinizados incrementan la expresion del transcrito del gen SIDELLA (Serrani et al. 2008).

A pesar del aumento del contenido de GAs activas al inicio del desarrollo floral, en estadios
proximos a la antesis se observa una disminuciéon de GAs pertenecientes a ambas rutas. En
plantas partenocarpicas, en dénde el crecimiento del fruto depende de la accidn de GAs, la
aplicacion de PAC en ovarios no polinizados bloquea el crecimiento del ovario (Fos et al. 2001;
Medina et al. 2013). Sin embargo, en plantas hyd-1 el crecimiento del ovario no se detiene tras la
aplicacion de PAC. Estos resultados sugieren que el crecimiento auténomo del ovario en plantas
mutantes hydra no esta inducido por la accidn de las GAs, y que debe existir otro mecanismo que

desencadena la partenocarpia.

En tomate, se ha demostrado que el efecto de las auxinas sobre el cuajado y desarrollo del fruto
en tomate esta mediado, parcialmente, por las GAs (Serrani et al. 2008). Sin embargo, los mismos
autores sugieren que las auxinas tienen funciones adicionales en el desarrollo del fruto
independientemente de las GAs. La caracterizacion molecular del mutante hydra indica que la
sefializacion de auxinas esta desregulada en estadios previos a la antesis. Aunque en nuestros

analisis no hemos detectado cambios en la concentracion total de IAA en los ovarios de plantas
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hyd-1, en comparacién con las plantas silvestres, no podemos descartar que existan cambios

locales de concentracion.

Diversos estudios han identificado genes que codifican proteinas Aux/IAA y factores de respuesta
a auxinas (ARFs) asociados al proceso de fructificacién. Dentro de este grupo, los genes SIIAA9 y
SIARF7 han sido clasificados como reguladores negativos de la respuesta a auxinas durante el
cuajado del fruto, mientras que el gen SIARF8 se considera un activador transcripcional de la
respuesta a auxinas (de Jong et al. 2009a). En yemas florales de plantas hyd-1 se observd un
aumento de expresidon del gen SIARF8 y del gen de respuesta rapida a auxinas SI//AA3, lo cual
sugiere que la ruta de sefializacién por auxinas se encuentra activada en etapas tempranas del
desarrollo de la flor. En etapas posteriores, en donde se llevé a cabo la diseccién de la flor,
observamos cambios de expresion de todos los genes analizados implicados en la seializacion por
auxinas pero Unicamente en los estambres y no en el ovario. Estos cambios indican que, aunque
la concentracién total de auxinas no estd incrementada, el mecanismo de sefializacién por auxinas
estd activado en los estambres de flores hyd-1 en los estadios previos a la antesis. Se ha descrito
gue existe una comunicacioén entre los estambres y el ovario (Vivian-Smith et al. 2001). Nuestros
resultados apoyan esta hipétesis y sugieren que durante su formacién los estambres inhiben el
crecimiento del ovario no fertilizado. Basandos en la informacion obtenida a lo largo de este
trabajo y en los modelos propuestos en la bibliografia, nosotros proponemos un modelo para el
cuajado del fruto en tomate, en el cual los procesos de gametogénesis femenina y masculina
generan una serie de sefiales que reprimen el crecimiento del ovario antes de que ocurra la

polinizacién y fertilizacion, en un proceso regulado por auxinas (Figura 28).

Uno de los mecanismos principales que regulan la distribucion de las auxinas es el transporte
polar, del cual depende el flujo direccional de la hormona y el establecimiento de gradientes
(Wisniewska et al. 2006; Swarup et al. 2008; Petrasek and Friml 2009). El establecimiento de
gradientes de auxinas es fundamental para el desarrollo de los gametofitos. En Arabidopsis, la
formacién de los primordios de dvulos requiere la acumulacién local de auxinas (maximos de
auxinas) que dependen de la expresion del transportador de auxinas PINI, que a su vez se
requiere en las etapas iniciales del desarrollo del saco embrionario en los évulos (Ceccato et al.
2013; Galbiati et al. 2013). La presencia de primordios de dvulos en las plantas mutantes hydra y
la acumulacién de auxinas en este tejido en yemas florales (10DAA), sugiere que en estadios
tempranos del desarrollo floral se establecen gradientes de auxinas. Sin embargo, en estadios
posteriores no se mantienen los gradientes, lo cual tiene como consecuencia que no se desarrolle

el saco embrionario en estas plantas.
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Capitulo I: Discusion

A GAMETOGENESIS

POLINIZACION /FERTILIZACION

Aux/
ARF IAA
Aux/
ARF | 1AA
DELLA
Cuajado del fruto Cuajado del fruto

(1) ————— Ciajado del fruto |

B PREANTESIS ANTESIS

1
é)______.s- Cuajado del»fruid:_ ‘

Figura 28. Modelo propuesto del papel de los gametos en el proceso de cuajado del fruto en tomate.

A. En plantas silvestres el desarrollo de gametos (gametogénesis) estaria reprimiendo el cuajado del fruto previo a la
polinizacién y fertilizacién. En estambres y dvulos, las proteinas reguladoras Aux/IAA formarian heterodimeros con los
factores de respuesta auxinas (ARF) reprimiendo la sefializacién por auxinas y el crecimiento del ovario. La polinizacion
y fertilizaciéon conducirian a un incremento localizado de auxinas. La unidn de las auxinas a la proteina receptora F-box
permite la degradacion de las proteinas Aux/IAA via proteosoma 26S, liberando los ARF. Posteriormente, los ARFs libres
regularian los genes de respuesta a auxinas, activando el cuajado del fruto. Al mismo tiempo, los ARF, directa o
indirectamente, podrian inducir la biosintesis de GAs. Las GAs liberan la represidn de las proteinas DELLA activando su
degradacion y permitiendo que se lleve a cabo la respuesta a GAs (RTA GAs). De esta manera se promoveria el cuajado
del fruto en tomate. Modelo adaptado de (Alabadi et al. 2009; Dorcey et al. 2009; Sotelo-Silveira et al. 2014).

B. En flores de plantas mutantes hydra, no tienen lugar los procesos de gametogénesis masculina ni femenina y en
consecuencia no se generan las sefiales represoras que reprimen el crecimiento del ovario no polizado. Durante los
estadios previos a la antesis (Preantesis), la sefializacién por auxinas estaria activada tanto en los estambres como en
los 6vulos y el ovario comenzaria su crecimiento prematuro en ausencia de polinizacién y fertilizacién.
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Diversos estudios demuestran que los principales genes implicados en el transporte de auxinas
durante el desarrollo floral y el cuajado del fruto en tomate son SIPIN1, SIPIN2 y SIPIN4 (Nishio et
al. 2010; Mounet et al. 2012; Pattison and Catala 2012). El gen SIPIN4 presenta altos niveles de
expresion en flores y en los primeros estadios de desarrollo del fruto (Mounet et al. 2009;
Pattison and Catala 2012) y su silenciamiento causa el crecimiento precoz del frutos sin necesidad
de que ocurra la polinizacién (Mounet et al. 2009). En plantas mutantes hyd-1 el incremento en
los niveles de transcritos de los genes SIPIN1, SIPIN2 y SIPIN4, sugiere que el transporte polar de
auxinas se encuentra alterado durante el desarrollo floral en etapas previas a la antesis. El
aumento de expresidn de los genes podria tener como resultado un incremento de la cantidad de
transportadores o alternativamente, puede que se deba a un efecto de retroalimentacion
positiva, ocasionado por bajos niveles de las proteinas que codifican. En cualquier caso, la
alteracion en el transporte de auxinas podria dar lugar a la distorsién en el patréon de distribucion
de la hormona. Esta deslocalizacion de las auxinas posiblemente sea la causa de la ausencia de los

gametofitos y del crecimiento del ovario en ausencia de fertilizacidon en los mutantes hydra.

6 La mutacion hydra representa una nueva fuente de partenocarpia

Como resultado del mapeo posicional hemos podido identificar que la mutacidon hydra se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 7. A lo largo de los afos se han identificado distintas
fuentes de partenocarpia, entre las cuales se encuentran los mutantes pat. El mapeo de los locus
o QTLs asociados a la partenocarpia indica que ninguno de ellos se encuentra en el cromosoma 7.
El mapeo del locus pat-1, reveldé que este locus esta localizado en el brazo largo del cromosoma 3
(Beraldi et al. 2004), al igual que el locus pat-2, derivado de la variedad Severianin (Vardy et al.
1989). Gorguet y colaboradores (2008) han estudiado la genética de las lineas de introgresion /L51
y ITV-line 1, las cuales tienen capacidad para desarrollar frutos sin semillas. Para la linea IL51 se
han identificado dos QTL asociados a la partenocarpia. El primero, denominado pat-4.1, esta
situado en el centrémero del cromosoma 4 y el segundo, denominado pat-5.1, se ubica en el
cromosoma 5 (Gorguet et al. 2008). A su vez, la partenocarpia de la linea ITV-line 1 esta
controlada al menos, por dos QTLs, uno situado cerca del centrémero del cromosoma 4 (pat 4.2) y
otro cerca del telémero del brazo largo del cromosoma 9 (pat-9.1)(Gorguet et al. 2008). Por su
parte la linea “RP 75/59” que presenta partenocarpia facultativa, esta constituida por dos genes
recesivos, no alélicos, a los que ha denominado pat-3/pat-4 (Nuez et al. 1986). Aunque
actualmente se desconoce la localizacién cromosémica de estos dos genes, la partenocarpia
asociada a los genes pat-3/pat-4 no parece estar relacionada con la partenocarpia de los
mutantes hydra, ya que a diferencia de pat-3/pat4, los mutantes hydra desarrollan partenocarpia

obligada.
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La mutacién hydra se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, donde no se ha identificado
ningun otro locus o QTL asociado a la partenocarpia. Por tanto, esta mutacién representa una

nueva fuente de partenocarpia en tomate.

7 Interés biotecnolégico de la mutacién hydra

En tomate, la partenocarpia es considerada una caracteristica atractiva para mejorar las tasas de
cuajado del fruto. Durante muchos afos se han desarrollado diferentes estrategias encaminadas a
la obtencidon de frutos partenocarpicos en tomate. Una de ellas es la aplicacion de reguladores de
crecimiento como auxinas y GAs, los cuales inducen el cuajado del fruto y permiten la obtencién
de frutos en condiciones ambientales desfavorables (Chamarro 1995). Sin embargo, el uso de
estos productos incrementa los costes de produccion, lo que hace que estas practicas se utilicen
con baja frecuencia. Ademas, para algunas variedades se ha descrito que la aplicacion de
fitorreguladores genera malformaciones en el fruto, asi como caracteristicas asociadas a mala
calidad, lo cual hace que su comercializacidn sea limitada (Abad and Monteiro 1989; Serrani et al.
2007a). Dicho esto, el caracter de partenocarpia asociado a la mutacién hydra, podria ser utilizado
como una herramienta muy interesante para mejorar las tasas de cuajado de variedades
comerciales en condiciones de estrés climatico, principal causa de disminucién del rendimiento en

muchos sistemas productivos.

Adicionalmente, se ha descrito que la ausencia de semillas mejora la calidad de los frutos
(Varoquaux et al. 2000). Nuestros resultados indican que en los frutos del mutante hyd-1 hay un
incremento en la cantidad de sélidos solubles, los cuales son un indicativo de la cantidad de
azlcares presentes en el fruto. Este aumento en la cantidad de sdlidos solubles, genera un
incremento del indice de sabor de los frutos. La introgresidon de la mutacion hydra en variedades

comerciales podria repercutir positivamente en la calidad del fruto de las nuevas variedades.

Por otra parte, la ausencia de semillas asociada a la partenocarpia, es un caracter valorado por los
consumidores (Rotino et al. 2005) y por la industria de procesado de tomate (zumo y pasta de
tomate), donde la presencia de semillas representa una desventaja ya que éstas incrementan el
sabor amargo del producto y deben ser retiradas (Varoquaux et al. 2000). En este sentido, el
hecho de que los frutos de plantas portadoras de la mutacién hydra carezcan de semillas podria

representar una reduccién de los costes de produccion para las empresas de procesado.
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V. CAPITULO II:

CARACTERIZACION DEL GEN S/DOF10 Y DE SU
PAPEL EN EL CUAJADO DEL FRUTO EN TOMATE
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ANTECEDENTES

Con el fin de estudiar los procesos de cuajado y desarrollo del fruto en tomate, en nuestro
laboratorio se llevd a cabo un analisis transcriptémico global del desarrollo auténomo del ovario
en las plantas transgénicas partenocarpicas de tomate PsEND1::barnasa (Medina 2010). En estas
plantas el gen citotdxico barnasa es dirigido especificamente a las anteras por el promotor del
gene PsEND1 de guisante (Roque et al. 2007). Las plantas de tomate transformadas con esta
construccion producen flores androestériles y los ovarios de estas plantas se desarrollan dando
lugar a frutos sin semillas (partenocarpicos). En el analisis transcriptémico se utilizé la micromatriz
de oligos TOM2 (http://ted.bti.cornell.edu/cgibin/ TFGD/array/home.cgi), que contiene 12.190
oligonucledtidos que representan cerca de 12.000 unigenes (aproximadamente el 30 % de la
totalidad del genoma del tomate). Se evaluaron cinco estadios florales comprendidos entre 6
dias antes de la antesis y 2 dias después de la antesis, comparando con ovarios de plantas
silvestres de la variedad Micro-Tom. Los resultados obtenidos mostraron que la mayor actividad
transcripcional se encuentra en los estadios 1 (6 dias antes de antesis) y 4 (antesis), donde se
evidencia un gran numero de genes inducidos y reprimidos (Figura 29). Los cambios
transcripcionales de unigenes asociados a procesos de regulacion han sido abundantes y
corresponden principalmente a factores de transcripcidn y a genes implicados en la modificacién

y degradacion de proteinas (Medina 2010).
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Figura 29. Cambios globales de expresion en ovarios transgénicos PsEND1::barnasa respecto a ovarios silvestres
durante los 5 estadios de desarrollo floral analizados. Las barras representan el nimero total de unigenes expresados
diferencialmente, en color verde se representan los genes reprimidos y en color rojo los genes inducidos (adaptado de
Medina, 2010). (Medina 2010).

Con base en los resultados del andlisis transcriptémico, se selecciond dentro del primer estadio,

un grupo de genes que presentan homologia con factores de transcripcion tipo Zinc finger (23
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unigenes). De estos genes 12 se encuentran inducidos y 11 reprimidos en el genotipo transgénico
durante el estadio mas temprano del ovario analizado. Como una primera aproximacion al estudio
funcional de estos genes, se llevaron a cabo experimentos de silenciamiento transitorio en plantas
de tomate de la variedad Micro-Tom utilizando la técnica denominada VIGS (Virus Induced Gene
Silencing). Entre los genes analizados se observd que el silenciamiento del unigen SGN-U221271
interfiere con el cuajado del fruto ocasionando una disminucién en el ndmero de frutos por
inflorescencia y también en la formacién de las semillas. Este gen se encuentra inducido en el
ovario de las plantas transgénicas PSEND1::barnasa respecto a las plantas silvestres, durante la
primera etapa de desarrollo floral (Figura 30). Estos resultados y la disponibilidad de ESTs
(Expressed Sequence Tags) o marcadores de secuencia expresada para este gen en las bases de
datos (http://solgenomics.net/) nos llevaron a seleccionarlo como un buen candidato para

estudiar su papel en el proceso de cuajado y desarrollo del fruto en tomate.
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Figura 30. Nivel de expresion del unigen SGN-U221271, durante el desarrollo del ovario de plantas silvestres y
plantas partenocarpicas PsEND1::barnasa.

Se muestran los niveles del transcrito en diferentes estadios de desarrollo floral. Estadio 1: 6 dias antes de antesis
(DAA); 2: 4DAA; 3:2DAA; 4: Antesis; 5: dos dias posteriores a la antesis.

Los datos de expresidn se han transformado en unidades lineales. Los valores de expresidén en cada punto son relativos
a los niveles de expresion en el genotipo silvestre para el primer estadio (E1).
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RESULTADOS
1 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL UNIGEN SGN-U584226 (SIDOF10)

1.1 Anadlisis in silico

El unigen SGN-U221271 actualmente corresponde al unigen SGN-U584226 que estd conformado
por 7 ESTs representadas en 4 librerias, una de las cuales es de ovario. La secuencia del unigen
SGN-U584226 fue analizada in silico, e incluye la secuencia codificante de 783 pb flanqueada por
una regién 5’ no traducida (5’ UTR) de 97 pb y una region 3’ no traducida (3° UTR) de 176 pb. El
alineamiento de esta secuencia con las secuencias de tomate disponibles en la base de datos del
NCBI mediante BLAST obtuvo 3 resultados. Uno de ellos corresponde a un cDNA (GenBank:
AK320640.1) expresado en hoja, lo cual sugiere que este gen posiblemente se expresa en tejidos
diferentes del ovario donde ha sido identificado en nuestro laboratorio. Las otras dos secuencias
con que alinea son secuencias gendmicas de tomate (AC232774 y AC226517), aparentemente
idénticas, localizadas en el cromosoma 2. El alineamiento entre las secuencias gendémicas y la

secuencia de cDNA revela la ausencia de intrones.

La secuencia deducida de aminoacidos produce una proteina de 260 residuos que posee un punto
isoeléctrico tedrico de 9,08 y un peso molecular de 28,5 kDa calculados con la herramienta
Compute pl/Mw en el servidor ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/). En el analisis
bioinformatico de la secuencia proteica se pudo identificar la presencia de un dominio Zinc Finger
(Figura 3). Existen diferentes tipos de proteinas Zinc Finger, que han sido clasificadas de acuerdo
al nimero y orden de los residuos de cisteina e histidina que coordinan el 4tomo de Zinc, como
C2H2, C2HC, C2C2, C2HCC2C2, C2C2C2C2, etc. (Ciftci-Yilmaz and Mittler 2008). La proteina
deducida del unigen SGN-U584226 presenta un Unico Zinc finger de tipo C2C2, también
denominado dominio DOF (DNA-binding with one finger) (Figura 31). Las proteinas de la familia
DOF presentan una copia del dominio, el cual se encuentra generalmente localizado en la regién
N-terminal, y consiste en 4 residuos de cisteina conservados Cx2Cx21Cx2C (donde X representa
cualquier aminoacido) que coordinan el atomo de Zinc (Yanagisawa 2002). Al mismo tiempo,
dentro de la secuencia proteica se identificaron numerosos aminodcidos basicos, como arginina
(R) y lisina (K), que sugieren la presencia de una sefial de localizacidn nuclear (NLS por sus siglas

eninglés) (Figura 31).

Cai y colaboradores (2013), identificaron 34 genes que codifican factores de transcripcion tipo

DOF en el genoma del tomate, los cuales estan distribuidos en 11 cromosomas. Dentro de los
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genes identificados se encuentra el unigen SGN-U584226, al cual denominaron SIDOF10, razén

por la cual a partir de este momento el gen en estudio se denominara SIDOF10.

En ese mismo estudio, se identificaba al gen SIDOF31 como un pardlogo del gen SIDOF10,
sugiriendo que ambos genes se han originado a partir de un mismo evento de duplicacion génica

(Cai et al. 2013). Por esta razon, se decidid realizar un analisis comparativo entre ambos genes.
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Figura 31 Secuencia nucleotidica y proteina SIDOF10 de Solanum lycopersicum. En cuadro se sefialan los codones de
inicio y finalizacion de la transcripcidn, en negrita se indica la secuencia de aminoacidos de la proteina deducida, el
dominio DOF constituido por 52 aa esta subrayado. En rojo se indican los cuatro residuos de cisteina caracteristicos del
dominio Zinc Finger tipo Dof. En azul se sefialan los aminoacidos bdsicos y posible sefial de localizacion nuclear.

1.1.1 Comparacion de secuencias de los genes SIDOF10y SIDOF31

Estos dos paralogos se encuentran en distintos cromosomas, SIDOF10 en el cromosoma 2 vy
SIDOF31 en el cromosoma 11. Las secuencias gendmicas de estos genes difieren en su tamaiio y
en la presencia de intrones; mientras que la secuencia de SIDOF10 no presenta intrones, SIDOF31

posee una secuencia genémica de 1825 nucleétidos que contiene dos intrones. En la comparacién
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de estos dos genes, se realizé un alineamiento de las secuencias codificantes de proteinas de
ambos genes, utilizando el programa clustalOmega. El resultado del alineamiento muestra que
existe un porcentaje de identidad del 32,5% (Figura suplementaria 1). Por otra parte, se realizdé un
alineamiento de las proteinas deducidas SIDOF10 Y SIDOF31, utilizando el mismo programa. El
resultado del alineamiento muestra que existen 95 posiciones idénticas y 77 posiciones similares,
gue representan una homologia del 23,3%. Como se puede observar en la figura 32, el sitio donde
aparecen mayor numero de posiciones idénticas se encuentra dentro del dominio DOF, aunque
también existen aminoacidos aislados conservados en otras posiciones. Si bien, se ha descrito que
ambos genes proceden de un evento de duplicacién comun, se observa una gran divergencia

tanto en su estructura genédmica como en la secuencia de las proteinas que codifican.
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Figura 32. Alineamiento de las secuencias proteicas deducidas de los genes SIDOF10y SIDOF31.
El alineamiento se realiz6 utilizando el programa ClustalOmega (http://www.uniprot.org/). La linea negra indica la
secuencia del dominio DOF de 52 aa.

1.1.2 Anadlisis de la secuencia proteica del gen SIDOF10

Al realizar un BLAST utilizando la proteina deducida del gen SIDOF10 en la base de datos GenBank
del NCBI (National Center for Biotechnology Information), se obtuvieron como resultado
secuencias proteicas homodlogas de distintas especies vegetales: Solanum tuberosum, Citrus
clementino, Populus trichocarpa, Vitis vinifera, Ricinus communis, Malus domestica, Glycine max y
Cucumis sativus. Se realizé un alineamiento de las proteinas homdlogas utilizando el programa

ClustalOmega.
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Capitulo II: Resultados
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Figura 33. Alineamiento de la proteina deducida SIDOF10 de Solanum lycopersicum con proteinas tipo DOF de otras
especies de plantas.

El alineamiento de las proteinas homadlogas se realizo utilizando el programa clustal omega (http://www.uniprot.org/).
La linea roja indica la secuencia consenso del dominio DOF de 52 aa. Los 4 residuos de cisteina que conforman el
dominio DOF se sefialan en recuadros rojos. En azul se destacan los aminoacidos basicos de la secuencia consenso de
localizacidn nuclear bipartita. Pt: Populus trichocarpa; Rc: Ricinus communis; Vv: Vitis vinifera; Md: Malus domestica;
Gm: Glycine max; St: Solanum tuberosumy Cc: Citrus clementino.

En el alineamiento se observa una regién muy conservada correspondiente al dominio Zinc Finger
(Figura 33). Al mismo tiempo en el extremo N-terminal de las proteinas DOF se evidencian 5
aminoacidos bien conservados (MIQEL). En el extremo C-terminal aunque no hay un alto nivel de
homologia, se observan dos grupos de aminodcidos conservados. Adicionalmente, en este
alineamiento, se pudo identificar que en la regién C-terminal del dominio DOF hay cuatro residuos
bien conservados del aminoacido basico arginina (R) y cuatro de lisina (K) (Figura 31 y 33). Lo que
indica la presencia de una posible sefial de localizacién nuclear. Datos experimentales obtenidos
en la planta modelo Arabidopsis thaliana, muestran que en las proteinas DOF existen dos
posiciones de aminoacidos bdsicos conservados, implicados en su localizacidn nuclear, la primera
posicién localizada en medio del dominio DOF y la segunda localizada en su C-terminal, que
forman una secuencia bipartita de localizaciéon nuclear (Krebs et al. 2010). Las dos posiciones
descritas se evidencian en la secuencia proteica de SIDOF10 y en las demas proteinas analizadas
(Figura 33). Por tanto, la proteina SIDOF10 presenta una sefial de localizacién nuclear bipartita,
que posiblemente se requiera para su translocacidn al nucleo. Estas secuencias podrian resultar

clave para la funcién de SIDOF10 como un posible factor de transcripcion.

1.13 Anadlisis filogenético

Con el objetivo de ubicar el evento de duplicacidon que dio origen a los genes SIDOF10 y SIDOF31
en un contexto temporal, se realizd una filogenia incluyendo 16 secuencias nucleétidicas
homoélogas de genes DOF de diferentes especies eudicotiledoneas. Para enraizar el arbol se utilizé
la secuencia de un gen homoélogo de la gimnosperma Picea abies. En este punto, cabe resaltar

gue ninguna de las proteinas homdlogas encontradas ha sido caracterizada.

La topologia del arbol filogenético muestra que los genes SIDOF10 y SIDOF31 estan ubicados en
clados diferentes (Figura 34). Cada uno de ellos presenta una estrecha relacién con su respectivo
ortdlogo de la especie vegetal Solanum tuberosum. La interpretacidn de esta filogenia sugiere que
la duplicacién génica que dio origen a los genes SIDOF10 y SIDOF31, es una duplicacion ancestral

previa a la diversificacion de las especies incluidas en el analisis.
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Figura 34. Anadlisis filogenético de genes homadlogos a SIDOF10 y SIDOF31 de diferentes especies vegetales.

El nimero préximo a los nodos indican los valores de bootstraps de 1000 réplicas.

Pt: Populus trichocarpa; Rc: Ricinus communis; Vv: Vitis vinifera; Md: Malus domestica; Gm: Glycine max; Cc: Citrus
clementino; SI: Solanum lycopersicum; St: Solanum tuberosum, At: Arabidopsis thaliana; Pa: Picea abies.

1.2 Localizacién subcelular de la proteina SIDOF10

Como se menciond previamente, las proteinas pertenecientes a la familia DOF presentan un
dominio de unidn a DNA en la regidn N-terminal. Esta region contiene una serie de aminoacidos
basicos altamente conservados que han sido caracterizados como una sefial de localizacién
nuclear bipartita (Krebs et al., 2010). En este trabajo se ha evaluado si esta secuencia conservada
es funcional en la proteina codificada por el gen SIDOF10. Para ello se hizo un andlisis de
localizacién subcelular de la proteina, mediante la expresion transitoria de SIDOF10 fusionado a
un gen reportero que codifica la proteina YFP (Yellow fluorescent Protein), en hojas de Nicotiana
benthamiana. Hemos realizado dos contrucciones, en una de ellas el gen reportero se fusiond en
el extremo 5’ de la secuencia codificante del gen SIDOF10 (35S::YFP-SIDOF10) (Figura 35 A); en la
segunda construccion el gen reportero se fusiond al extremo 3 de SIDOF10 (35S::SIDOF10-YFP)
(Figura 35 B). Una vez se tuvieron las construcciones se transformoé la cepa de Agrobacterium
tumefaciens C58, con cada una de ellas por separado. Posteriormente se realizd la agroinfiltracion
de hojas de Nicotiana benthamiana y finalmente, al cabo de dos dias, las hojas se observaron en

el microscopio confocal.
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Figura 35. Esquema de las construcciones generadas para evaluar la localizacion subcelular de la proteina SIDOF10.
A. La secuencia génica de la proteina fluorescente YFP se fusiond al extremo 5’ del gen SIDOF10.

B. La secuencia génica de la proteina fluorescente YFP se fusioné al extremo 3’ del gen SIDOF10.

attB1 y attB2 son los sitios de recombinacion Gateway.

En la figura 36 se puede observar como la sefial de la proteina YFP fusionada a SIDOF10 tanto en
el extremo C-terminal como en el N-terminal, se detecta en el nucleo. Por tanto, nuestros
resultados indican que a nivel subcelular la proteina SIDOF10 estd localizada en el nucleo, lo cual

es consistente con idea de que esta proteina actie como un factor de transcripcion.

Campo oscuro Campo claro Fusion

Figura 36. Localizacion subcelular de la proteina SIDOF10 en hojas de Nicotiana benthamiana.

Se muestran tres imagenes de un mismo plano para cada una de las construcciones

A. Hoja agroinfiltrada con la contruccién 35S::YFP-SIDOF10.

B. Hoja agroinfiltrada con la contruccidn 35S:: SIDOF10- YFP.

La coloracion verde muestra la fluorescencia de la proteina YFP y la coloracion roja muestra la autoflorescencia de la
clorofila.
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13 Silenciamiento transitorio de los genes SIDOF10 y SIDOF31

Con el fin de realizar una comparacién detallada del efecto de los genes SIDOF10 y SIDOF31 sobre
el desarrollo reproductivo de las plantas, se realizd un ensayo de silenciamiento génico
transitorio, utilizando la tecnologia denominada VIGS (Virus-Induced Gen Silencing). El
silenciamiento se realizé utilizando vectores virales basados en TRV. Estos vectores han sido
utilizados previamente para el silenciamiento transitorio postranscripcional de genes en tomate
(Liu, 2002). Este sistema incluye dos plasmidos: pTRV1, el cual contiene el RNA1 del cDNA viral
(replicacidn viral y movimiento) y pTRV2 que contiene el RNA2 del cDNA viral (proteina de la
caside) y el sitio en el que se inserta el fragmento génico de interés. En este experimento, se
realizaron construcciones independientes para los genes SIDOF10 y SIDOF31, utilizando un
fragmento de 400 pb aproximadamente, correspondiente a la region 3’, ya que es la regién mas
especifica para cada uno de los genes. Los fragmentos amplificados a partir de cDNA de flores, se
insertaron en el vector viral modificado pTRV2, que incluye los sitios de recombinacién attR1 y
attR2 que permiten la ligacién de secuencias de DNA utilizando la tecnologia Gateway (Liu, 2002).
Finalmente, la cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens se transformé con cada una de las

construcciones por separado.

El experimento consistid en agroinfiltrar el envés de los cotiledones y las primeras hojas
verdaderas de plantulas de 10 dias de edad, con una suspensién mixta de los cultivos de
Agrobacterium tumefaciens C58 a partes iguales, que contenian por un lado el plasmido pTRV1 y
por otro el plasmido pTRV2 con el fragmento del gen. En total se realizaron cinco ensayos, y se
agroinfiltraron 10 plantas para cada uno de ellos. Las construcciones utilizadas se representan en
la figura 10. Dos de los ensayos corresponden al silenciamiento de cada uno de los genes por
separado y otro corresponde a la mezcla de las construcciones pTRV2-SIDOF10 y pTRV2-SIDOF31,
con el cual se buscaba silenciar simultdneamente ambos genes (Figura 37). Como control negativo
del silenciamiento se utilizaron plantas agroinfiltradas Unicamente con el pldsmido pTRV1y como
control positivo se utilizé el pldsmido pTRV2 llevando un fragmento del gen PDS. Este gen codifica
una enzima clave en la biosintesis de carotenoides, la fitoeno-desaturasa, y se sabe que el

silenciamiento postranscripcional de este gen causa blanqueamiento en las plantas de tomate.

El fenotipo de las plantas PDS-VIGS, muestra que efectivamente se ha generado silenciamiento
del gen, ya que se observa un blanqueamiento de las plantas a partir de las dos semanas
posteriores a la agroinfiltracion. El efecto del silenciamiento del gen PDS en estas plantas se
detecta en las primeras inflorescencias, las flores y los frutos generados en ellas. Debido a lo
anterior se decidid evaluar el desarrollo y la produccion de las dos primeras inflorescencias de

todas las plantas en los diferentes ensayos.
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A. Control: pTRV1

355 NOS, AQ—

RB TRV RNAL LB
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B. SIDOF10-VIGS: pTRV2-SIDOF10

355 PC SIDOF10 (428ph) NOS;

RB attBl attB2

A

v

LB

C. SIDOF31-VIGS: pTRV2-5IDOF31

35S PC SIDOF31 (399pb) NOS,
RB attBl attB2 Le

A

y

D. SIDOF10-SIDOF31-VIGS: pTRV2-SIDOF10 + pTRV2-5IDOF31

> 355 PC SIDOF10 (428pb) NOS, é»
RB attB1 attB2 Le
> 35S PC SIDOF31 (399pb) NOS, —Q—
RB attB1 attB2 LB

E. PDS-VIGS: pTRV2-PDS (Control positivo)

J% 355 PC PDS NOS,

RB attB1 attB2 LB

A

Figura 37. Esquema de las construcciones utilizadas en el ensayo del silenciamiento transitorio mediante la
tecnologia VIGS.

A. pTRV1, que contiene el cDNA viral completo del RNA1. Construccién utilizada para la complementacion del virus en
todos los tratamientos y como control negativo en ausencia del vector pTRV2.

B. pTRV2-SIDOF10, utilizada para el silenciamiento del gen SIDOF10.

C. pTRV2-SIDOF31, utilizada para el silenciamiento del gen SIDOF31.

D. pTRV2-SIDOF10 + pTRV2-SIDOF31. Mezcla de las contrucciones B y C, para el silenciamiento simultdneo de los genes.
E. pTRV2-PDS. Contruccidn utilizada para el control interno de la infeccidn viral.

35S, Promotor constitutivo del virus CaMV; RB, borde derecho; LB, borde izquierdo; NOS;, Terminador NOS; PC,
proteina de la Capside; attB1 y attB2 sitios de recombinacion Gateway.

Las plantas agroinfiltradas se analizaron visualmente, registrando el numero de hojas verdaderas
hasta la primera inflorescencia. Las plantas silenciadas de los diferentes ensayos no presentan
ninguna alteracién morfoldgica a nivel vegetativo y los datos recolectados muestran que no
existen cambios significativos en el nimero total de hojas respecto a las plantas control (pTRV1),
en ninguno de los ensayos (Figura 38). Es decir, el silenciamiento transitorio de los genes SIDOF10

y SIDOF31 no afecta el tiempo de floracién de las plantas.
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Figura 38. Evaluacion del tiempo de floracion de plantas en plantas silenciadas.
Los datos representan la media del nimero de hojas hasta la primera inflorescencia de 10 plantas por cada ensayo.
Las barras indican el error estandar de la media.

Control A| SIDOF10-VIGS B| SIDOF31-VIGS C| SIDOF10-SIDOF31-VIGS D
AN
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Figura 39. Fenotipo de los frutos en plantas silenciadas mediante tecnologia VIGS

A. Frutos de plantas control (PTRV1)

B. Frutos de plantas SIDOF10-VIGS, silenciamiento postranscripcional del gen SIDOF10.

C. Frutos de plantas SIDOF31-VIGS, silenciamiento postranscripcional del gen SIDOF31.

D. Frutos de plantas SIDOF10-SIDOF31-VIGS, silenciamiento simultdneo de los genes SIDOF10y SIDOF31.

A nivel reproductivo, se evaluaron las flores de las primeras inflorescencias de las plantas, y no se
encontraron diferencias entre las flores de plantas control y las flores de plantas silenciadas. Por
tanto, el silenciamiento de los genes SIDOF10 y SIDOF31 no altera de manera evidente la

morfologia de la flor.

En cuanto al desarrollo del fruto, las plantas SIDOF10-VIGS presentaron una disminucion en el
tamanio del fruto respecto a los de las plantas control (Figura 39). En las plantas SIDOF10-VIGS la
morfologia del fruto no se vio alterada (Figura 39 B), mientras que en las plantas SIDOF31-VIGS y
plantas del silenciamiento simultdneo de los genes SIDOF10-SIDOF31-VIGS, se observaron frutos

con deformaciones (Figura 39 Cy D respectivamente).

Los frutos de las primeras inflorescencias para cada uno de los ensayos, fueron sometidos a un
andlisis detallado, en el cual se median los siguientes parametros fisicos: peso, nimero de

semillas/fruto, nimero de léculos/fruto y presencia o ausencia de pseudoembriones.
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Figura 40. Caracteristicas fisicas de los frutos en plantas silenciadas SIDOF10-VIGS, SIDOF31-VIGS y SIDOF10-SIDOF31-
VIGS.

A. Peso de los frutos

B. Numero de semillas por fruto

C. Numero de léculos

D. Porcentaje de frutos con pseudoembriones

En los tres ensayos hubo una reduccion significativa en el peso medio de los frutos respecto a los
frutos de plantas control (Figura 40 A). Estos datos correlacionan con la disminucion del tamafio
del fruto en plantas SIDOF10-VIGS (Figura 39) y del nimero de semillas que es mayor del 50% en
todos los casos (Figura 40 B). Al mismo tiempo, se evidencidé que en los tres ensayos habia un
elevado porcentaje de frutos con presencia de pseudoembriones, respecto a las plantas control
(Figura 40 C). No obstante, existen diferencias significativas entre las plantas SIDOF31-VIGS vy las
plantas SIDOF10-VIGS, en donde el porcentaje de frutos con pseudoembriones es mayor en

plantas donde el gen SIDOF10 esta silenciado (Figura 40 C).

Por otra parte, en relacién al nUmero de Iéculos de los frutos, se observéd un aumento en plantas
SIDOF31-VIGS (Figura 40 E). Seguramente esta debe ser la causa de las deformaciones del fruto
observadas en las plantas SIDOF31-VIGS y SIDOF10-SIDOF31-VIGS (Figura 39 Cy D).

En resumen, los resultados del silenciamiento transitorio de los genes SIDOF10 y SIDOF31,
evidencian que ambos genes se requieren durante el desarrollo del ovario y la formacién de las
semillas. Sin embargo, sus funciones no son redundantes ya que el silenciamiento individual de

estos genes afectan a diferentes aspectos del desarrollo del ovario.
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1.4 Anadlisis de expresion de los genes SIDOF10 y SIDOF31

La expresion de los genes SIDOF10 y SIDOF31 se evalud en diferentes estadios de desarrollo y
organos de la planta mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). Para ello se disefiaron
un par de oligonucledtidos para cada gen, que amplifican un fragmento de aproximadamente 50
pb. En ambos casos se eligié una regién especifica para cada gen. El analisis de expresion de los
genes se llevé a cabo en plantulas de 7 dias (separando el extremo apical, que contiene el
meristemo apical del tallo y los cotiledones, del extremo basal o raiz), hojas jovenes provenientes
de plantas adultas y flores en diferentes estadios de desarrollo (desde 6 dias antes de la antesis
hasta la flor polinizada). Por otra parte, para analizar la expresidon de estos genes en los drganos
de la flor, se tomaron flores 2 dias antes de antesis y se realizé una diseccién, separando los

cuatro verticilos florales.

Los analisis muestran que el gen SIDOF10 se expresa tanto en el meristemo apical como en las
raices de plantulas de siete dias. En la planta adulta, se observa expresion en tejido vegetativo y
en las flores en desarrollo. Durante el desarrollo de la flor el nivel mds alto de expresion se
detectdé en las flores de 6 dias antes de la antesis decreciendo drasticamente tras la antesis
(Figura 41 A). Este patron de expresion parece sugerir que la expresion de este gen es necesaria
durante las etapas tempranas del desarrollo de la flor. En los verticilos florales el nivel mas alto de
expresion del gen se detecta en sépalos, seguida de estambres, carpelo y por ultimo los pétalos
(Figura 41 B). En general el transcrito del gen SIDOF10 se detecta en todos los tejidos evaluados
por lo que este gen parece requerirse en diferentes etapas del desarrollo a lo largo de toda la vida

de la planta.

Por su parte el analisis de expresion del gen pardlogo SIDOF31 detecta el transcrito en la regién
apical del tallo, mientras que en las raices es casi indetectable (Figura 41 C), a diferencia de lo
observado para el gen SIDOF10 que se expresa de manera similar en ambos tejidos. En planta
adulta, se observa expresion del gen SIDOF31 en hojas y en flores. El andlisis a lo largo del
desarrollo de la flor, muestra que los mayores niveles del transcrito del gen SIDOF31 se presentan
en flores 6 dias antes de la antesis, al igual que el gen SIDOF10. Sin embargo, a diferencia del gen
SIDOF10, la expresion del SIDOF31 se mantiene constante en todas las etapas florales evaluadas,
sugiriendo que este gen podria tener una funcién durante todo el desarrollo floral (Figura 41 C). El
analisis de expresidn a nivel de los cuatro verticilos florales, muestra que la mayor expresion se
encuentra en pétalos y carpelo, seguidos por sépalos y estambres (Figura 41 D). Los resultados
obtenidos indican que el gen SIDOF31 se expresa en todos los tejidos evaluados excepto en las

raices de plantulas.
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Figura 41. Expresion relativa de los genes SIDOF10 y SIDOF31 en diferentes tejidos de plantas silvestres de tomate cv.
Micro-Tom.

Ay B. Expresion relativa del gen SIDOF10.

Dy C. Expresion relativa del gen SIDOF31.

Ay C. Se muestra el nivel de los transcritos en la regidn apical del tallo (RAT) y raiz de plantulas con 7 dias de edad,
hojas de planta adulta, flores de seis y dos dias antes de la antesis, en antesis y flor polinizada. Los niveles se hicieron
relativos a la expresion en el meristemo de plantulas.

By D. Nivel de expresidn de los genes en los 4 verticilos florales relativo al nivel en pétalos.

El nivel de expresidn génica se cuantificé mediante RT-qPCR, utilizando como gen endégeno normalizador SIACTS.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas.

1.5 Localizacion del transcrito de los genes SIDOF10y SIDOF31

A fin de determinar el patron de expresion tisular de los genes pardlogos SIDOF10y SIDOF31 en el
ovario de plantas silvestres, se realizaron hibridaciones in situ utilizando sondas de RNA marcadas
con digoxigenina. Las sondas se sintetizaron a partir de un fragmento de 428 pb para el gen
SIDOF10 y de 399 pb para el gen SIDOF31. Los fragmentos corresponden a la regién 3’ de los
genes, debido a que ésta es la zona mas especifica para cada uno de ellos. Los fragmentos

amplificados se clonaron en antisentido frente al promotor T7. La hibridacidn in situ se llevé a
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cabo sobre secciones longitudinales de la flor, y en el caso del gen SIDOF10 también se utilizaron

secciones de meristemo apical.

La hibridacién in situ muestra que el transcrito de SIDOF10 esta localizado en los haces vasculares
de los tejidos evaluados, ovarios de tomate y meristemo apical (Figura 42). En particular dentro
del ovario la sefal se localiza sobre el tejido vascular y en la base de los évulos en el cilindro
vascular del funiculo donde, en secciones transversales del mismo se observa la disposicidn
circular de la expresién (Figura 42 Cy D). El patron de expresion de este gen sugiere que puede
estar involucrado en el desarrollo del tejido vascular del ovario y participar en el desarrollo del

6vulo.

Figura 42. Localizacidon del transcrito del gen SIDOF10 mediante hibridacion in situ.

Ay B. Corte longitudinal de meristemo apical de plantulas de 7 dias.

B. Control negativo de hibridacion en el meristemo apical.

C-E. Cortes longitudinales de ovarios de tomate cv. Micro-Tom no polinizados (2DAA).

E. Control negativo de la hibridacién en ovarios.

Las flechas sefialan la expresion de SIDOF10 en los haces vasculares de los tejidos evaluados.

El transcrito del gen SIDOF31 también se localiza en el ovario de flores no polinizadas, pero a
diferencia de SIDOF10 la expresion no se encuentra en los haces vasculares del ovario.
Especificamente la sefal se detecta en el estilo de las flores, desde etapas muy tempranas de
desarrollo (6 DAA), hasta las etapas proximas a la antesis (2DAA) (Figura 43 A y C). Al mismo
tiempo, se observa sefial en el dvulo, concretamente en la zona del integumento externo
préxima al micrépilo (Figura 43 D y E). Los resultados del anadlisis indican que el gen SIDOF31

podria estar contribuyendo en desarrollo del pistilo y en la formacién del évulo.

La localizacién de los transcritos de los genes SIDOF10 y SIDOF31, sugieren que estos dos genes
podrian estar desempefiando un papel importante en la etapa reproductiva, especialmente en la

formacién del ovario y el desarrollo del évulo. Sin embargo, el hecho de que la localizacién de los
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transcritos dentro del mismo tejido sea tan distinta, hace pensar que los genes SIDOF10y SIDOF31

posiblemente estén actuando en rutas diferentes y que nos son funcionalmente redundantes.

Figura 43. Localizacién del transcripto del gen SIDOF31 mediante hibridacion in situ.

Ay B. Corte longitudinal de ovarios 6 dias antes de la antesis (DAA).

B. Control negativo de hibridacién.

Cy F Cortes longitudinales de ovarios de tomate cv. Micro-Tom no polinizados 2DAA.

E. Detalle de los 6vulos en ovarios no polinizados.

F. Control negativo de la hibridacidn

Las flechas sefialan la expresidon de SIDOF31 en pistilo y el integumento externo de los 6vulos.

1.6 Andlisis del patron de expresion del gen SIDOF10 mediante la linea reportera

pSIDOF10:GUS.

A fin de realizar un analisis mas detallado acerca de la localizacion espacio-temporal de la
expresion del gen SIDOF10, se generaron plantas transgénicas estables en las que el promotor del
gen SIDOF10 controla la expresion del gen reportero GUS. Para esto se amplificé mediante PCR un
fragmento de 2463 pb de la regidon promotora del gen (region 5’ aguas arriba del gen), usando
como molde DNA gendémico extraido de hojas jovenes de plantas silvestre de tomate (cv. Micro-
Tom). El fragmento se insertd por recombinacion en el vector binario pKGWFS7,0, que contiene el
gen reportero, codificante de la enzima B-glucuronidase de E. coli, dando lugar a la contruccidn
pSIDOF10:GUS (Figura 44). Esta construccion se utilizd para generar plantas transgénicas de
tomate (var. Micro-Tom), siguiendo la metodologia descrita por Ellul y colaboradores (2003) con
algunas modificaciones (ver Materiales y Métodos). Tras la regeneracion in vitro de los
transformantes primarios resistentes a Kanamicina, las plantas obtenidas se sometieron al analisis
de ploidia mediante citometria de flujo. En total de 150 explantes de partida, se obtuvieron dos
plantas transgénicas diploides, las cuales han sido utilizadas para el estudio de la localizacidon de

expresion del gen SIDOF10.
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Figura 44. Representacion de la construccion pSIDOF10:GUS, utilizada para estudiar la localizacion espacio-temporal
de expresion del gen SIDOF10.

El rectangulo verde representa la region promotora del gen SIDOF10 de 2491 pb; el rectangulo azul representa el gen
reportero GUS.

RB, borde derecho; LB, borde izquierdo; 35S, Terminador 35S; attB1 y attB2 sitios de recombinacion Gateway.

En las plantas transgénicas de tomate pSIDOF10:GUS la seial del GUS se detecta en el tejido
vascular a lo largo de todo el desarrollo de la planta. En plantulas se observa seiial en los haces
vasculares de cotiledones y hojas verdaderas, también se observa expresion en la region apical
del hipocétilo y en raices, en donde se detecta una acumulacién en el meristemo apical de la raiz

primaria y en los sitios donde se van a originar las raices laterales (Figura 45).

Durante el desarrollo floral la expresidn del GUS se detecta en los haces vasculares en sépalos.
Especialmente se observa una acumulacién de la sefial en la base de la flor, que corresponde al
receptaculo (Figura 45 F). Al realizar cortes longitudinales de las flores, pudimos observar que el
promotor del gen SIDOF10 dirige la expresion del gen reportero a la base de évulos en todas las
etapas evaluadas (desde 6 DAA hasta la flor polinizada) (Figura 45 G). Sin embargo, cuando el

ovario esta polinizado la sefial también se incrementa en la columnela del ovario (Figura 45 G).

Con el fin de analizar a qué grupo celular dirige la expresién del gen el promotor pSIDOF10, se
realizaron cortes transversales del pedicelo. La organizacién vascular en tomate es en forma de
anillo y esta compuesta por haces de tipo bi-colateral, en este tipo de organizacion el xilema se
desarrolla en paralelo con el floema interno y el externo (Cafio-Delgado et al. 2010). En el corte
transversal del pedicelo de la flor se puede ver que la expresidon se encuentra en cada grupo
celular que compone el anillo vascular, en las células del floema interno, el floema externo, el
xilema y en el cambium vascular (Figura 45 H). Este ultimo grupo corresponde a las células
meristematicas que van a dar lugar al xilema y al floema. A nivel de fruto, se observa como la
expresion de GUS se encuentra en los haces vasculares de la columnela y esta seiial llega hasta el

funiculo de la semilla (Figura 45 J).

Todos estos resultados sugieren que el gen SIDOF10, podria estar involucrado en el desarrollo

vascular de la planta a lo largo de su ciclo de vida.
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Figura 45. Patrén de expresion de pSIDOF10::GUS en plantas de tomate. Deteccion histoquimica de la actividad GUS
dirigida por el promotor del gen SIDOF10. La senal se detecta en el tejido vascular de la planta.

A. Plantula de linea transgénica pSIDOF10::GUS de 10 dias de edad.

B. Detalle de cotileddn de la plantula.

C. Detalle de hojas verdaderas de la plantula.

D. Zona apical de la raiz principal de plantulas pSIDOF10::GUS.

E. Zona de formacion de una raiz secundaria en plantulas pSIDOF10::GUS.

F. Deteccion de la sefial GUS durante el desarrollo de la Flor desde 6 Dias Antes de Antesis (DAA) hasta la flor polinizada.
G. Cortes longitudinales de flores en las distintas etapas de desarrollo.

H-1. Corte transversal del pedicelo de la flor 2DAA. Se sefialan el floema externo (FE), floema interno (Fl), Xilema (X) y el
Cambium vascular (C).

J. Detalle corte transversal de un fruto, se sefiala la expresion en el funiculo de la semilla (Fu).
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Capitulo II: Resultados

1.7 Actividad del promotor pSIDOF10 en el sistema heterdlogo Arabidopsis thaliana

Con el fin de evaluar la utilidad del promotor pSIDOF10 para dirigir la expresién de genes de
interés a tejido vascular en sistemas heterdlogos, hemos utilizado la especie vegetal Arabidopsis
thaliana. Para ello transformamos plantas de Arabidopsis con la construccién pSIDOF10::GUS
(Figura 44), via Agrobacterium tumefaciens. Tras la obtencion de lineas homocigotas, se evalué la
actividad GUS bajo el control del promotor SIDOF10 en diferentes estadios de desarrollo de la

planta.

A nivel de plantulas la sefial de GUS se detecté en los haces vasculares de cotiledones y hojas
verdaderas, pero a diferencia de las plantas de tomate no se observd expresion en el hipocotilo
(Figura 46 A). Al mismo tiempo, en las raices de las plantulas la expresion se localizé en el extremo

apical y en el sitio donde se va a formar una nueva raiz secundaria (Figura 46 By C).

A C

200 um

i

Figura 46. Patron de expresion de pSIDOF10:GUS en plantas de Arabidopsis. Deteccidn histoquimica de la actividad
GUS dirigida por el promotor SIDOF10. La seiial se detecta en el tejido vascular de la planta.
A. Plantula de Arabidopsis.

B. Zona apical de la raiz principal de plantulas pSIDOF10::GUS de Arabidopsis.

C. Zona de formacion de una raiz secundaria en plantulas pSIDOF10::GUS de Arabidopsis.

D. Flor no polinizada

E. Ovulo de flor no polinizada

F. Flor polinizada

G. Detalle de 6vulo de flor polinizada

H. Silicua

|. Detalle de semillas

Ca, carpelo; Fu, funiculo; Se, sépalos; Pe, pétalos; Es, estambres; An, antera.
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La actividad GUS se evalud en diferentes estadios del desarrollo floral antes y después de la
polinizacién. En flores no polinizadas la sefial se detecta en las paredes del carpelo (Figura 46 D).
En flores polinizadas la expresidn se localiza en el tejido vascular de sépalos, pétalos, estambres y
carpelo (Figura 46 F). Especificamente en las paredes del carpelo se observa como la sefial se
acumula en los dos extremos (apical y basal) (Figura 46 F). En la silicua la expresidén se encuentra
en los haces vasculares y se detecta nuevamente la acumulacién de sefial en los dos extremos de
la silicua (Figura 46 H). En el andlisis detallado del 6vulo antes y después de la polinizacion la
expresion del gen se detecta en los haces vasculares del funiculo (Figura 46 E y G) y este mismo

patrén se observa en el funiculo de la semilla (Figura 46 I).

Nuestros resultados de expresion de pSIDOF10:GUS en el sistema heterdélogo Arabidopsis
thaliana, indica que la secuencia promotora del gen SIDOF10 que hemos utilizado, dirige la
expresién del gen hacia los haces vasculares de la planta durante todo su desarrollo, manteniendo

un patrén de expresidn similar al que se encontré en tomate.

1.8 Deteccidon de secuencias consenso de elementos reguladores en cis presentes en la

region promotora del gen SIDOF10

Con el fin de detectar elementos de regulacién de la expresidon del gen SIDOF10, se realizd un
anadlisis de la regidon promotora del gen (secuencia de 2463 pb utilizada en la construccién
pSIDOF10:GUS) mediante la utilizacidn de las bases de datos de los programas PlantCARE (Lescot
et al. 2002) y PLACE (Higo et al. 1999). Estos programas poseen una coleccién de elementos

reguladores de genes de plantas reportados en la literatura.

En la secuencia promotora analizada hemos detectado secuencias consenso de elementos de
regulacion en cis, que estan involucrados en diferentes procesos (Tabla 16). Entre estas
secuencias destaca la presencia de numerosos elementos de regulacién en respuesta a luz, para la
cual se encontraron al menos 20 secuencias consenso distintas (Tabla 16). Asi mismo se
encontraron motivos de regulacién por estrés bidtico y abidtico. Dentro del analisis también se
identificaron cuatro elementos de regulacidon especifica de tejido, uno de raiz y dos de
endospermo. La presencia de elementos de regulacién especifica de raiz, concuerdan con el
hecho de que la expresion del gen SIDOF10 se encuentra en las raices de la planta. Al mismo
tiempo los dos motivos de regulacidén especifica del endospermo, son coherentes con la posible

funcién del gen SIDOF10 en el desarrollo de la semilla.
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Nombre del Organismo Numero de Secuencia Funcién
motivo repeticiones*
TATA-box Lycopersicon esculentum 20 TTTTA Proceso de transcripcion por la RNA
(Solanum lycopericum) polimerasa.
TCT-motif Arabidopsis thaliana 2 TCTTAC Elemento de respuesta a luz
Spl Zea mays 1 CC(G/A)ccC Elemento de respuesta a luz
LAMP- Spinacia oleracea 1 CCAAAACCA Elemento de respuesta a luz
element
I-box Zea mays 1 cGATAAGGCG Elemento de respuesta a luz
GT1-motif Arabidopsis thaliana 1 GGTTAA Elemento de respuesta a luz
GAG-motif Arabidopsis thaliana 1 AGAGAGT Elemento de respuesta a luz
GA-motif Helianthus annuus 1 AAAGATGA Elemento de respuesta a luz
G-box Daucus carota 1 TACGTG Elemento de respuesta a luz
G-box Zea mays 1 CACGTT Elemento de respuesta a luz
G-box Arabidopsis thaliana 1 CACGTG Elemento de respuesta a luz
G-box Brassica napus 1 ACACGTGT Elemento de respuesta a luz
G-box Zea mays 1 CACGTT Elemento de respuesta a luz
G-Box Antirrhinum majus 1 CACGTA Elemento de respuesta a luz
G-Box Pisum sativum 1 CACGTT Elemento de respuesta a luz
G-Box Pisum sativum 1 CACGTG Elemento de respuesta a luz
G-Box Pisum sativum 1 CACGTT Elemento de respuesta a luz
Box | Pisum sativum 3 TTTCAAA Elemento de respuesta a luz
Box 4 Petroselinum crispum 3 ATTAAT Elemento de respuesta a luz
AE-box Arabidopsis thaliana 1 AGAAACAT Elemento de respuesta a luz
ACE Petroselinum crispum 2 AAAACGTTTA Elemento de respuesta a luz
ATCT-motif Pisum sativum 1 AATCTAATCC Elemento de respuesta a luz
Circadiano Lycopersicon esculentum 1 CAANNNNATC involucrado en el control circadiano
(Solanum lycopericum)
ABRE Arabidopsis thaliana 1 CACGTG Respuesta a acido abscisico
ABRE Arabidopsis thaliana 1 TACGTG Respuesta a acido abscisico
TCA-element Nicotiana tabacum 1 CCATCTTTTT Respuesta a acido salicilico
TGACG-motif Hordeum vulgare 4 TGACG Respuesta a Metil-Jasmonato (MelJA)
NGATT Arabidopsis thaliana 30 NGATT Elementos de respuesta a citoquininas
AuxRR-core Nicotiana tabacum, 3 GGTCCAT / TGTCTC/ Elementos de respuesta a auxinas
Arabidopsis thaliana, CATATG
Glycine max
GAREs Hordeum vulgare/ 2 CCTTTT/TAACAA Expresidn en semilla regulada por GAs
Arabidopsis
AACA_motif Oryza sativa 1 TAACAAACTCCA Elemento regulador negativo especifico
de endospérmo (supresor en otros tejidos
diferentes al endospermo)
Skn-1_motif Oryza sativa 1 GTCAT Expresidn en el endospermo
AT-rich Glycine max 1 ATAGAAATCAA Sitio de unién al DNA (rico en AT) de la
element proteina ATBP-1
MBS Arabidopsis thaliana 1 TAACTG Sitio de unién de proteinas MYB, inducen
expresion en respuesta a sequia
Raiz Arabidopsis thaliana / 1 KCACGW Elemento regulador especifico de raiz
Oriza sativa
LTR Hordeum vulgare 1 CCGAAA Respuesta a bajas temperaturas
TC-rich Nicotiana tabacum 2 ATTTTCTTCA/GTTTTCTTAC Respuesta a estrés
repeats

Tabla 16. Elementos de regulacion en Cis presentes en la secuencia promotora del gen SIDOF10
Se muestran las motivos consenso encontrados a través de las bases de datos de los programas PlantCARE y PLACE.

* Namero de repeticiones de la secuencia en la regidon promotora del gen SIDOF10

Por otra parte, se detectaron elementos de regulacion en respuesta a fitohormonas. En particular,

se encontraron al menos 30 elementos de regulacién por citoquininas, dos por acido abscisico,

120



http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~TATA-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~TCT-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27ZM~Sp1%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27SO~LAMP-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27SO~LAMP-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27ZM~I-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~GT1-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~GAG-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27HA~GA-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27DC~G-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27ZM~G-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~G-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27BN~G-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27ZM~G-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AM~G-Box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PS~G-Box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PS~G-Box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PS~G-Box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PS~Box%20I%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PC~Box%204%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~AE-box%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PC~ACE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27PS~ATCT-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~ABRE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~ABRE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27NT~TCA-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27HV~TGACG-motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27NT~AuxRR-core%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27OS~AACA_motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27OS~Skn-1_motif%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27GM~AT-rich%20element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27GM~AT-rich%20element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27AT~MBS%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27HV~LTR%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27NT~TC-rich%20repeats%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27NT~TC-rich%20repeats%27&StartAt=0&NbRecs=10

uno por acido salicilico, uno por acido jasmodnico, dos para giberelinas y dos elementos de
regulacién por auxinas (Tabla 16). Estos resultados sugieren que la expresion del gen SIDOF10

podria estar regulada hormonalmente.

Nosotros hemos puesto especial atencidn a los sitios de regulacidn por auxinas, debido a que
existen numerosas evidencias que sustentan que estas hormonas estan implicadas en el cuajado y
desarrollo del fruto, asi como en el desarrollo del tejido vascular. Por esta razén, se decidié
evaluar si la expresion del gen SIDOF10 se inducia en presencia de auxinas. El experimento
consistié en la aplicacion de Acido Indol Acético (IAA por sus siglas en inglés) en ovarios no
polinizados, tal y como se describié en el apartado 1.3.2 de materiales y métodos. Dos dias
después del tratamiento los ovarios se recolectaron y se midié la expresién del gen SIDOF10

mediate RT-qPCR.

Los analisis de expresidon del gen SIDOF10 muestran un aumento de hasta tres veces en los niveles
del transcrito tras la aplicacién de auxinas, comparando con los ovarios tratados con la solucién
control (Figura 47). Este resultado indica que posiblemente la expresion del gen SIDOF10 se regule

por la presencia de auxinas durante el desarrollo de la planta.

SIDOF10

+
il
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Expresion relativa
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Control IAA-  IAA+

Figura 47. Expresion relativa del gen SIDOF10 en ovarios tratados con auxinas.

La expresion es relativa al nivel del transcrito en ovarios tratados con la solucidn control sin auxinas (Control IAA-).
El nivel de expresidn génica se cuantificé mediante RT-qPCR, utilizando como gen endégeno normalizador SIACTS.
Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas

2 ANALISIS FUNCIONAL DEL GEN SIDOF10

Para analizar la funcidn de SIDOF10 se generaron plantas transgénicas de tomate con niveles
modificados de este gen. En concreto se pretendia estudiar el efecto que ocasiona en el
desarrollo la ganancia de funcion en lineas de sobre-expresidn y la de pérdida de funcién obtenida
mediante silenciamiento estable (RNA de interferencia o RNAI).

En primer lugar, para la sobre-expresion del gen SIDOF10 se amplificd por PCR un fragmento de
783 pb que corresponde al cDNA completo del gen. Para ello se disefnaron un par de

oligonucledtidos especificos que amplificaban la secuencia desde el ATG hasta el coddn de parada
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y como molde en la PCR se utilizé cDNA de ovarios de tomate (cv. Micro-Tom). El cDNA completo
se insertd mediante recombinacién en el vector de destino pK2GW?7 que lo situa bajo el control
del promotor constitutivo 35S dando lugar a la construccidn 35S::SIDOF10 (Figura 48 A). Por otra
parte, para generar la construccién de silenciamiento se disefiaron un par de oligos que
amplificaban un fragmento de 428 pb correspondiente a la regiéon 3’ de la secuencia codificante
del gen. Dicho fragmento se eligié debido a que no contiene la secuencia del dominio DOF y es
especifico del gen candidato. En este caso el fragmento se recombind en el vector de
silenciamiento pK7GWIWG2(l), que contiene el promotor constitutivo 35S y dos sitios de clonaje
Gateway invertidos y separados por un intrén. Asi, el fragmento del cDNA de SIDOF10 se clond en
el vector pB7GWIWG2(l), dos veces, en forma directa e invertida, separadas por el intrén

generando la construccién RNA/::SIDOF10 (Figura 48 B).

A 35s:5D0F10 =] 355 | npti | SIDOF10 [ 3ss <}

RB attB1 attB2 LB
B.ANAI-SIDOF10 1> 355 | SFDOFIOS |(15’D°”° [ ot J3ss, <}
|
RB attB1 itB2 attBl attB1 LB

Figura 48. Esquema de las construcciones generadas para el anilisis funcional del gen SIDOF10.

A. Construccion utilizada para sobre-expresion (35S::SIDOF10).

B. Contruccion utilizada para el silenciamiento (RNAi::SIDOF10).

Ambas construcciones contienen el promotor constitutivo CaMV35S y el gen nptll que confiere resistencia a Kanamicina
en plantas. attB1 y attB2 son los sitios de recombinacién Gateway.

Las construcciones 355::SIDOF10 y RNAI::SIDOF10 se utilizaron para transformar genéticamente
plantas de tomate de la variedad Micro-Tom. Se utilizé la cepa LBA4404 de A. tumefaciens y como
material vegetal explantes de cotiledones. La metodologia utilizada fue la descrita por Ellul y
colaboradores (2003) con algunas modificaciones (ver Materiales y Métodos). Durante el proceso
de transformacidn se obtuvieron también explantes regenerados mediante cultivo in vitro sin
inocular con A. tumefaciens. Estas plantas, no transgénicas, son los testigos externos (TE) de la

transformacion y se utilizan como control en posteriores analisis.

El protocolo utilizado para la transformacion permitié obtener 4 brotes transgénicos primarios T1
para la construccion de sobre-expresién 35S::SIDOF10 y 17 brotes transgénicos para la

construccion de silenciamiento RNAI::SIDOF10.

2.1 Caracterizacidn de plantas transgénicas

Las plantas transgénicas T1 obtenidas se analizaron mediante citometria de flujo, a fin de evaluar

el nivel de ploidia. De las 21 plantas obtenidas, 4 plantas resultaron ser tetraploides (4n): una
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linea correspondia a la sobre-expresion del gen (25% de las lineas obtenidas) vy las tres restantes a
lineas de silenciamiento (17,6% de las lineas obtenidas). Los genotipos tetraploides se eliminaron

y no se tuvieron en cuenta para los analisis posteriores.

Para corroborar la presencia del T-DNA, se evalud la presencia del gen nptll, que confiere
resistencia a Kanamicina. Para ello se realizé una PCR a partir de DNA gendmico aislado de hojas
jévenes de plantas transgénicas diploides y usando oligonucledtidos especificos para este gen. En
todas las lineas se detecté la presencia de un fragmento de 583 pb correspondiente al gen de

seleccidén.

2.1.1 Niveles de expresidn de plantas transgénicas T1

El nivel de expresién del gen SIDOF10 en las lineas transgénicas T1 de sobre-expresion y de
silenciamiento se evalué mediante RT-gPCR. Se utiliz6 RNA de hojas jévenes de cada una de las
lineas transgénicas diploides obtenidas y como gen normalizador el gen enddégeno ACTINAS
(SIACTS).

Los resultados mostraron que las plantas transgénicas llevando la construcciéon 35S::SIDOF10,
presentan un nivel de expresién del gen entre 2 y 5 veces por encima del nivel normal. El mayor
incremento se detecta en la linea 35S::SIDOF10 L16, seguida de las lineas 35S::SIDOF10 L22 y L13
(Figura 49). Lo que indica que efectivamente el gen en estudio estd sobre-expresado en las

plantas transgénicas.

6 /3 TE 1,1
E3 Bl 35S::SIDOF10L13
3 35S:SIDOF10L16
4 * Bl 35S::SIDOF10L22

Expresion relativa

*
) I
0 ’_.}‘ T
Figura 49. Expresion relativa de SIDOF10 en lineas transgénicas 35S::SIDOF10.
Se muestran los niveles de expresidn génica en plantas T1 de sobrexpresion 35S::SIDOF10, relativos a los niveles de
expresion en la planta control (TE 1.1).
El nivel de expresidn génica se cuantificé mediante RT-qPCR, utilizando como gen endégeno normalizador SIACTS.

Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas. El asterisco indica diferencias significativas de
entre las lineas transgénicas y el testigo (p<0,05).
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Figura 50. Expresion relativa de SIDOF10 en lineas transgénicas RNAi::SIDOF10.

Se muestran los niveles de expresion génica en plantas T1 de silenciamiento RNAI::SIDOF10, relativos a los niveles de
expresion en la planta control (TE).

El nivel de expresidn génica se cuantificé mediante RT-qPCR, utilizando como gen endégeno normalizador SIACTS.
Las barras de error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas. Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas de entre las lineas transgénicas y el testigo (p<0,05).

Por otra parte, en las 14 lineas de silenciamiento RNAI::SIDOF10 obtenidas, el nivel del transcrito
es menor que en la planta testigo (Figura 50), lo cual revela que el abordaje por RNA de
interferencia ocasiona el silenciamiento del gen SIDOF10. En las lineas RNAi::SIDOF10 4.2, 29.3 y
29.1 la reduccién en la expresion es aproximadamente del 80% respecto a los niveles normales de
transcrito. La mayor parte de las lineas muestran una disminucién entre el 40-60 % (Figura 50). En
este trabajo solo se tuvieron en cuenta para posteriores anadlisis, las lineas transgénicas que

presentaban niveles de expresion por debajo del 40 %.

2.1.2 Anadlisis de segregacion

El analisis de segregacion de las lineas transgénicas obtenidas se realizd utilizando la progenie
obtenida por la autopolinizaciéon (T2). Las semillas germinaron en medio suplementado con
Kanamicina y Unicamente las lineas que exhibieron una segregacion 3:1 (resistente: sensible) se
utilizaron para analisis posteriores, ya que esta proporcion indica que las plantas presentan la

insercion de una sola copia del T-DNA.

Para la obtencion de las lineas homocigotas se utilizd la siguiente generacion (T3). Las semillas
nuevamente germinaron en medio suplementado con Kanamicina, pero en esta ocasidn
Unicamente se eligieron las lineas en las cuales hubiese una resistencia del 100%. De las tres

lineas transgénicas de sobre-expresiéon se obtuvieron plantas homocigotas de la linea L16
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(35S::SIDOF10 L16). Mientras que de 12 lineas silenciadas se obtuvieron plantas homocigotas
para 5 de las lineas. Hemos elegido evaluar las lineas L29 y L31, las cuales presentan niveles de

silenciamiento alrededor del 60% (RNAI::SIDOF10 L29 y L31).

2.13 Nivel de expresion del gen SIDOF10 en las lineas transgénicas homocigotas

El nivel de expresién del gen SIDOF10 en las lineas transgénicas homocigotas de sobre-expresidon y
de silenciamiento se evalué mediante RT-gPCR. Se utilizé RNA de flores (2DAA), y como gen
normalizador nuevamente el gen endégeno ACTINAS (SIACTS).

Los resultados mostraron que la linea transgénica L16 que lleva la construccién 35S::SIDOF10,
presenta unos niveles de expresién de 2,3 veces por encima del valor normal, lo que indica que
efectivamente el gen en estudio estd sobrexepresado en las flores de estas plantas (Figura 51).
Por otra parte, en las dos lineas de silenciamiento elegidas (RNAJ::SIDOF10 L29 y L31), el nivel del
transcrito es menor que en las plantas silvestres, disminuyendo la expresién en un 80%
aproximadamente para la linea RNAJ::SIDOF10 L29 y 60% para la linea RNAI::SIDOF10 L31 (Figura
51). Las plantas transgénicas obtenidas han sido objeto de estudio para la caracterizacion

funcional del gen SIDOF10.
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Figura 51. Expresion relativa de SIDOF10 en la linea transgénicas de silenciamiento y sobre-expresion.

Se muestran los niveles de expresion génica en plantas homocigotas de silenciamiento RNAi::SIDOF10 L29 y L31 y de
sobrexpresion 35S::SIDOF10 L16.

Los niveles de expresion son relativos a los niveles de expresidn en la planta silvestre. Las barras de error indican el
error estandar de las tres réplicas técnicas. El asterisco indica diferencias significativas de entre las lineas transgénicas
y el testigo (p<0,05).
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2.14 Descripcion fenotipica de las plantas transgénicas de sobre-expresion y silenciamiento

del gen SIDOF10

2.1.4.1 Caracterizacion del desarrollo vegetativo

En primer lugar, las plantas se analizaron visualmente, comparando la morfologia de las hojas de
plantas transgénicas y plantas silvestres. Con nuestras observaciones pudimos determinar que ni
la sobre-expresion ni el silenciamiento del en SIDOF10 ocasionan cambios en la morfologia de la

hoja.

Posteriormente, para evaluar posibles funciones del gen SIDOF10 en el control del tiempo de
floracién, se realizd el conteo del nimero de hojas verdaderas hasta la formacién de la primera
inflorescencia. En la figura 52, se puede observar que la medicion de este pardmetro no evidencia
cambios significativos entre las plantas transgénicas y las plantas silvestres. Es decir, que las lineas
de sobrexpresién y de silenciamiento del gen SIDOF10 florecen al mismo tiempo que las plantas
silvestres. Todo lo anterior sugiere que cambios en la expresion del gen SIDOF10 no alteran el

desarrollo vegetativo de las plantas ni el tiempo de floracion.

a a a EE Silvestre
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Figura 52. Efecto del silenciamiento y sobre-expresion del gen SIDOF10 en el tiempo de floracion.
Se muestra el numero de hojas verdaderas hasta el desarrollo de la primera inflorescencia. Los valores representan la
media de los datos obtenidos a partir de 10 plantas. Las barras indican el error estandar.

La letra “@” indica que no existen diferencias estadisticamente significativas, segun el analisis de varianza ANOVA
(p<0,05).

2.1.4.2 Caracterizacion del desarrollo reproductivo

2.1.4.2.1 Fenotipo floral

En relacidn al fenotipo floral en plantas de sobre-expresion y silenciamiento del gen SIDOF10,
visualmente no se aprecia ningun tipo de malformacién en las flores (Figura 53). Sin embargo,
evidencias experimentales de nuestro estudio sugieren que el gen SIDOF10 pueda estar
involucrado en el desarrollo del évulo. Por una parte, los andlisis del transcrito del gen SIDOF10y

las lineas pSIDOF10::GUS, muestran que la expresion del gen se encuentran en el tejido vascular
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del ovario y en el funiculo del évulo y la semilla; por otra parte, el silenciamiento transitorio del
gen SIDOF10, generaba una reduccién en el numero de semillas y la presencia de
pseudoembriones. Por estas razones nos planteamos analizar el desarrollo del dvulo en las

plantas transgénicas de sobre-expresiéon y silenciamiento.
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Silvestre RNAI-SIDOF10 35S::SIDOF10

Figura 53. Fenotipo floral de flores transgénicas de silenciamiento y sobre-expresion.
2.1.4.2.2 Desarrollo de los 6vulos

A fin de evaluar cambios morfolégicos en los dvulos, se tomaron flores de las lineas transgénicas y
de plantas silvestres. Estas flores se diseccionaron dejando Unicamente los ovarios, que

posteriormente se fijaron y se incluyeron en resina, para la realizacion de cortes longitudinales.

En la observacion de los cortes bajo microscopio éptico se pudo apreciar que la morfologia de los
dvulos en las lineas transgénicas es similar a la de los dvulos de tipo silvestre en cuanto a formay
tamanio (Figura 54). Sin embargo, esta aproximacion no permitia corroborar la correcta formacion

del gametofito femenino.

b
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Figura 54. Morfologia de 6vulos de plantas transgénicas de sobre-expresion y silenciamiento comparado con 6vulos
del silvestre. Se muestran cortes longitudinales de ovarios de flores polinizadas, tefiidos con toluidina.

A. Ovulos de planta silvestres

B. Ovulos de planta RNAi::SIDOF10 L31

C. Ovulos de planta 355::SIDOF10 L16
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6DAA

2DAA

Antesis

Silvestre RNAI::SIDOF10 355::SIDO 0

Figura 55. Desarrollo del saco embrionario en flores de plantas transgénicas.

Se muestran tres estadios diferentes 6 dias antes de la antesis (DAA), 2 DAA y Antesis.

En cada panel se muestran imagenes de un mismo évulo en dos o tres planos diferentes.

A, Dy H. Ovulos de plantas silvestres.

B, F e I. Ovulos de linea de silenciamiento RNA/::SIDOF10.

C, Gy J. Ovulos de linea sobre-expresante 355::SIDOF10.

A-C. Las flechas blancas sefalan las células en divisidn en el évulo del silvestre, las flechas negras sefialan las células en
diferenciacién en los dvulos de plantas transgénicas.

D- J. Ov, Ovocélula; S, Sinérgidas; Cc, Célula central.

128



Debido a lo anterior, en este trabajo se realizd un analisis mas profundo de los évulos, a través de
la tincidn y clareado de los mismos. Se evaluaron los évulos de plantas transgénicas y plantas
silvestres en tres estadios de desarrollo floral: Seis y dos dias antes de la antesis (DAA) y en
antesis. En el primer estadio evaluado se observa el saco embrionario inmaduro de los évulos de
flores silvestres, esta etapa corresponde a las primeras divisiones mitéticas que ocurren
inmediatamente después de la esporogénesis (Figura 55 A). En el mismo estadio las plantas
RNAI:SIDOF10 y 35S::SIDOF10, presentan dvulos con un desarrollo mas avanzado que el de las
plantas silvestres (Figura 55 B y C), ya que se observa que las divisiones mitdticas han concluido y

se ha iniciado la diferenciacion celular.

En las siguientes etapas evaluadas (2DAA y antesis), los dvulos presentan dentro de su saco
embrionario un grupo de células diferenciadas que corresponden a: dos células sinérgidas, una
ovocélula y la célula central con sus dos nucleos polares. Esta disposicion es caracteristica del saco
embrionario maduro (Figura 55 D y H). En estas etapas no se observaron diferencias entre las
plantas silvestres y plantas transgénicas (Figura 55 D-J). Con lo cual, las alteraciones en el saco
embrionario maduro de las plantas transgénicas no son obvias, a pesar del adelanto que existe en

las primeras etapas del desarrollo de los évulos.

2.1.4.2.3 Viabilidad y germinacidn del polen en plantas transgénicas

Aunque visualmente no se observan malformaciones en los estambres de las plantas
transgénicas, las datos del andlisis de expresidon y la evaluacién de plantas pSIDOF10:GUS,
indicaron que este gen presentaba expresion en de estambres, por esta razén hemos evaluado si
cambios en la expresion del gen SIDOF10 ocasionan alteraciones en el desarrollo del gametofito
masculino. Para ello se decidié realizar un analisis de viabilidad y germinacidn del polen de flores
en antesis, provenientes de plantas transgénicas de sobre-expresion y silenciamiento del gen.
Para evaluar la viabilidad se utilizé la tincién de granos de polen con acetato de carmin, y la
germinacion del polen se evaludé en un medio ya estandarizado para tal fin (ver materiales y

métodos).

Tras la tincion con acetato de carmin, los granos de polen viables muestran una coloracion rosa,
tal y como se observa en el polen de plantas silvestres (Figura 56 A). En las plantas transgénicas
RNAI::SIDOF10 y 35S::SIDOF10 se observa la misma coloracién, lo que indica que el polen en
ambos casos es viable (Figura 56 B y C). Asi mismo, el ensayo de germinacion muestra que el
polen de las lineas transgénicas germina de forma similar que el polen de plantas silvestres

(Figura 56 D-F). Estos resultados indican que en las plantas transgénicas el desarrollo del polen no
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se ve afectado por las alteraciones en la expresion del gen SIDOF10, es decir, los cambios de

expresion del gen no afectan el desarrollo del gametofito masculino.
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Figura 56. Viabilidad y germinacion del polen de plantas transgénicas de sobre-expresion y silenciamiento
A-C. Tincion del polen con acetato de carmin

D-F. Ensayo de germinacion del polen.

Ay D. Polen de plantas silvestres

By E. Polen de plantas RNAI::SIDOF10 L31

Cy F. Polen de plantas 35S5::SIDOF10 L16

2.1.4.3 Fructificacion de plantas transgénicas

En este estudio, diferentes evidencias experimentales indicaban que el gen SIDOF10 podria estar
involucrado en el cuajado del fruto y formaciéon de la semilla. Al observar los frutos de las plantas
transgénicas vemos que en las lineas transgénicas de silenciamiento RNAI::SIDOF10 los frutos
presentan una reduccién en el tamafio respecto a los frutos de plantas silvestres. En los frutos de

la linea sobre-expresante 35S5::SIDOF10, no se aprecia ningin cambio morfolégico (Figura 57).

Silvestre RNAI::SIDOF10 35S::SIDOF10

Figura 57. Fenotipo de frutos de lineas transgénicas de sobrexpresion y silenciamiento del gen SIDOF10.
Se muestra el fenotipo de frutos de lineas transgénicas T1 de sobre-expresion 35S::SIDOF y silenciamiento RNAI::SIDOF
en comparacién con el genotipo silvestre.
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A fin de evaluar detalladamente los efectos del gen SIDOF10 sobre la fructificacién, hemos
analizado diferentes parametros en las plantas transgénicas, como son: produccidn de la planta
(nimero de frutos por planta), peso del fruto, nimero de semillas por fruto, nimero de frutos

partenocarpicos y numero de l6culos. En total se evaluaron 10 plantas de cada una de las lineas.

En relacion a la produccién de las plantas, se hizo un conteo del nimero total de frutos maduros
por cada linea. En plantas silvestres el nUmero promedio de frutos por planta fue de 19,8 + 1,4
(Tabla 17). Si se considera el total del nimero de frutos por planta las lineas de silenciamiento
muestran un incremento significativo, aproximadamente del 30%. Sin embargo, este incremento
se debe a una mayor proporcién de frutos partenocarpicos, que en las lineas de silenciamiento es
el doble (Tabla 17; Figura 58 A). Por otra parte, la linea de sobre-expresion del gen en estudio,
35S8::SIDOF10 L6, no muestra cambios significativos en la produccion respecto al silvestre (Figura

58 A).

En cuanto al numero de frutos con semillas, los resultados muestran que no existen diferencias
entre las lineas de silenciamiento y sobrexpresién en comparaciéon con la linea silvestre. Sin
embargo, el nimero de semillas por fruto disminuye significativamente en una de las lineas de

silenciamiento (L31) (Tabla 17).

En relacidn al peso de los frutos, el valor promedio obtenido para las plantas silvestres es de 2,8
gr. En las plantas silenciadas este valor se reduce en un 30%, mientras que la linea 35S::SIDOF10
L6 no presenta variaciones en este parametro (Figura 58 B). Se sabe, que existe una correlacidn
entre el peso del fruto y el nimero de semillas por fruto, efectivamente en este estudio el
numero promedio de frutos con menos de 4 semillas es mayor en las plantas donde el peso
promedio del fruto se ve reducido. En general, nuestros resultados sugieren que la disminucidn en
los niveles del transcrito del gen SIDOF10, ocasiona una reduccion en la formacién de semillas, lo

cual hace que el tamafio y peso del fruto también se vean afectados negativamente.

A fin de evaluar si los cambios de expresién del gen SIDOF10 se relacionan con cambios
morfoldgicos en el carpelo, se contd el nimero de léculos por fruto de cada linea. Para este
parametro no existen diferencias entre la linea sobre-expresante y la linea silvestre. Sin embargo,
en las plantas de silenciamiento se produjo un aumento significativo en el nimero de léculos

(Figura 58 C).
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Numero de Frutos Frutos Semillas/fruto

frutos Partenocarpicos con semillas
por planta (0-4 semillas) (>4 semillas)

Silvestre 19,8+1,4 a 10,4+1,9 a 9,1+1,0 a 17,3+1,4 a
RNAI::SIDOF10 L29 26,9+35 b 195433 b 7412 a 16,3+£1,2 a
RNAI::SIDOF10 L31 26,0+£2,8 b 19,0£3,2 b 7013 a 14,1+1,2 b
35S::SIDOF10 L16 18,5+1,4 a 12,2+1,7 a 74+1,2 a 16,3+1,2 a

Tabla 17. Efecto del silenciamiento y sobre-expresion del gen SIDOF10 en la produccion de la planta y el desarrollo de
las semillas.
Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el anélisis de varianza ANOVA (p<0,05).
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Figura 58. Efecto del silenciamiento y sobre-expresion del gen SIDOF10 en la fructificacion y el desarrollo de las
semillas.

A. Numero de frutos maduros por planta clasificados segin el nimero de semillas por fruto

B. Peso del fruto

C. Numero de l6culos

Los datos representan la media del analisis de 10 plantas por cada una de las lineas. Las letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas, segtin el analisis de varianza ANOVA (p<0,05).

2.1.4.4 Desarrollo vascular en tejido reproductivo de plantas transgénicas

En la caracterizacion molecular del gen SIDOF10, los analisis de expresidn espacio-temporal
sugerian que SIDOF10 podia estar relacionado con el desarrollo del tejido vascular de la flor,
especialmente en el ovario. Dada la complejidad de la estructura del ovario para evaluar posibles

alteraciones en el tejido vascular, se decidid analizar la organizacion vascular en el pedicelo de la
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Capitulo II: Resultados

flor, ya que es la zona con desarrollo radial mas préxima al ovario. En esta ocasion se tomaron

pedicelos de flores no polinizadas (2 DAA) y se incluyeron en resina.

En cortes transversales del pedicelo se pudo apreciar el desarrollo del anillo vascular con su
caracteristica organizacién bicolateral mencionada previamente (Figuras 59 A y 60 A). Hemos
medido el area del anillo en cada una de las lineas, encontrando que en plantas silenciadas el area
disminuye mientras que en la linea sobrexpresante aumenta (Figura 59 D). Las diferencias
encontradas podrian deberse al nimero de haces vasculares, que en el pedicelo de plantas
silvestres varia entre 10 y 12 haces. Sin embargo, los resultados muestran que el nimero de haces

vasculares en ambos casos es similar al del silvestre (Figura 60 E).

RNAI-SIDOF10129

D E
'_; 600000 - 15 - 0 Silvestre
5 s 8 1 RNAI::SIDOF10 129
% b 3 = & [ RNAi::SIDOF10L31
= 400000 - £ b 210 B 35S:SIDOF10L16
g >
3 g
< S
@ 200000 - <51
< h-1
6
=
0 = T T 0 - ! '

Figura 59. Caracteristicas del anillo vascular del pedicelo en plantas de silenciamiento y sobre-expresion del gen
SIDOF10.

A. Pedicelo de plantas silvestres. Anillo vascular (Av).

B. Pedicelo de linea silenciada (L29).

C. Pedicelo de linea de sobre-expresién (L16).

A-C. Cortes transversales de pedicelos (flor no polinizadas 2DAA) tefiidos con toluidina.

D. Area del anillo vascular

E. Numero promedio de haces vasculares.

Se muestra la comparacién de las lineas transgénicas de sobrexpresion y silenciamiento con el silvestre.

Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el analisis de varianza ANOVA (p<0,05).
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Figura 60. Efecto del silenciamiento y sobre-expresion del gen SIDOF10 sobre el patrén vascular del pedicelo.

A. Silvestre.

B. Linea transgénica de silenciamiento (L29).

C. Linea transgénica de sobre-expresion (L16).

A-C. Se muestra un haz vascular del pedicelo para cada tipo de planta. En rojo se sefiala el floema externo, en verde el
xilema y en naranja el floema interno.

D. Numero de células de acuerdo al tipo celular. Los datos representan la media del nimero de células en el floema
externo, xilema y floema interno en los haces vasculares del pedicelo. Se tomaron pedicelos de flores no polinizadas
(2DAA) de las lineas transgénicas de sobrexpresion 35S::SIDOF L16 y silenciamiento RNAi::SIDOF L29 y L31, comparadas
con plantas silvestres.

En un andlisis detallado de los haces vasculares, se observé la organizacion del floema y xilema, se
identificd la presencia de células aglomeradas al interior y al exterior del anillo, que corresponden
al floema interno y al floema externo, respectivamente (Figura 60 A-C). Asi mismo se identificaron
las células del xilema que se desarrollan en el espacio intermedio que existe entre los dos floemas
(Figura 60 A-C). Teniendo en cuenta el tipo organizacién del tejido vascular en tomate, se hizo un
conteo del nimero de células tanto del floema interno como el externo, al igual que de las células
del xilema. Los resultados mostraron que el nimero promedio de células en las lineas de sobre-
expresion es mayor que en las plantas silvestres, y el mayor incremento se produce en el floema
interno del haz vascular (Figura 60 E). El efecto contrario se observa en las lineas transgénicas de

silenciamiento donde el descenso en la expresion de SIDOF10 ocasiona la disminucidn del nimero
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de células del floema interno y externo, sin embargo no hay variacién en el xilema (Figura 60 E).
Estos resultados indican que cambios en los niveles expresidon del gen SIDOF10 modifican el
numero de células de xilema y floema en los haces vasculares aunque no su niumero, esto sugiere
qgue el gen SIDOF10 participa en el desarrollo del sistema vascular del pedicelo de la flor en

tomate, promoviendo la proliferacién celular.

135






DISCUSION CAPITULO Ii
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La regulacién de procesos de desarrollo de la planta, dentro de los cuales se encuentra la
fructificacién, se lleva a cabo en gran parte por medio de genes que codifican factores de
transcripcién. A partir del analisis transcriptémico del desarrollo auténomo del ovario de una linea
partenocarpica generada en nuestro laboratorio, hicimos una busqueda de genes reguladores
diferencialmente expresados, identificando el gen SIDOF10. La caracterizacion molecular y el
analisis funcional del gen SIDOF10, indican que este gen estd implicado en el desarrollo vascular

del ovario y participa en el proceso de cuajado del fruto

3 El gen SIDOF10 codifica un factor de transcripcidn de tipo Zinc Finger, perteneciente a una

familia de proteinas especifica de plantas

En el andlisis in silico del gen candidato SGN-U584226 (posteriormente SIDOF10), se observd que
este gen codifica una proteina de 260 residuos de aminoacidos, en la cual se identificé un dominio
tipo Zinc Finger. Las proteinas tipo Zinc Finger o Dedo de Zinc, son factores de transcripcién y
juegan un rol importante en las células eucariotas, ya que regulan diferentes vias de transduccion
de sefial y controlan procesos como el desarrollo y la muerte celular programada. Este dominio
permite la interaccién o la unién al DNA, RNA u otras proteinas y estd presente en el proteoma de
muchos organismos. Existen diferentes tipos de proteinas Zinc Finger, que han sido clasificadas de
acuerdo al numero y orden de los residuos de cisteina e histidina que coordinan el atomo de Zinc,
como C2H2, C2HC, C2C2, C2HCC2C2, C2C2C2C2, etc (Ciftci-Yilmaz and Mittler 2008). La proteina
deducida del gen en estudio presenta un Unico Dedo de Zinc de tipo C2C2, que se conoce con el
nombre de DOF (DNA-binding with one finger). Las proteinas pertenecientes a la familia DOF son
factores transcripcionales implicados en la regulacién de la expresiéon génica de procesos
especificos de plantas (Yanagisawa 2002) y se caracterizan por ser proteinas bi-funcionales, es
decir, que median no solo en la unién al DNA sino también las interacciones proteina-proteina
(Yanagisawa 2004). En tomate se han identificado 34 genes tipo DOF (Cai et al. 2013) dentro de

los cuales se encuentra el gen SIDOF10.

Al realizar un BLAST de la proteina deducida del gen SIDOF10, se obtuvieron secuencias proteicas
homodlogas de distintas especies vegetales: Solanum tuberosum, Citrus clementino, Populus
trichocarpa, Vitis vinifera, Ricinus communis, Malus domestica, Glycine max y Cucumis sativus.
Esto indica que la funcion de SIDOF10 posiblemente esté conservada en distintas especies. En el
alineamiento de las proteinas homodlogas encontradas, se observd una regidén altamente
conservada que corresponde al dominio Zinc Finger. Generalmente el dominio DOF se localiza
cerca del extremo N-terminal de la proteina y esta formado por una regién de 52 residuos de

aminodcidos, que contienen una cadena de cuatro cisteinas que coordinan el atomo de Zinc. Este
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motivo es esencial para la unién al DNA y la mutacién de cualquiera de las cuatro cisteinas
produce cambios dramaticos en la configuracién del Dedo de Zinc (Yanagisawa 2004). En el
alineamiento también se pudo identificar la presencia de una sefial de localizacién nuclear (NLS
por sus siglas en inglés) bipartita, conservada en todas las proteinas analizadas (Krebs et al. 2010).
Las proteinas reguladoras dependen de la presencia de una de éstas sefiales para su translocacion
dentro del nucleo (Jans and Hubner 1996). En nuestro trabajo se demostré que la sefal de
localizacidén nuclear bipartita es funcional, ya que a nivel subcelular la proteina SIDOF10 se localiza

en el nucleo, lo cual es consistente con la funcién de SIDOF10 como un factor de transcripcion.

4 El gen SIDOF10 y su paralogo SIDOF31 no tienen funciones redundantes

Un estudio filogenético de los 34 genes tipo DOF de tomate sugirid que los genes SIDOF10 vy
SIDOF31 se originaron en una de las duplicaciones mas antiguas dentro de esta familia (Cai et al.
2013). En nuestro trabajo la comparacion de estos dos genes revela que hay una alta divergencia
tanto a nivel de secuencia de DNA como proteica. De hecho, el andlisis filogenético realizado
sugiere que la duplicacion de los genes SIDOF10 y SIDOF31 precede a la diversificaciéon de las
especies utilizadas en el estudio. Posiblemente su origen coincide con una de las primeras

duplicaciones del genoma ocurridos durante el proceso evolutivo del tomate (Song et al. 2012).

El nivel de expresion de los genes SIDOF10 y SIDOF31 es similar a lo largo de toda la vida de la
planta. Curiosamente, nuestros resultados difieren en parte de los reportados por Cai vy
colaboradores en el afio 2013, quienes describieron que la expresién de SIDOF10 en flores es muy
baja (Cai et al. 2013). La discrepancia con nuestros resultados podrian deberse a las diferencias en
el estadio de desarrollo de los tejidos elegidos para los andlisis. En cuanto a sus patrones de
expresion, aunque los niveles de transcritos de los dos genes son similares, la localizacion del
mensajero en los tejidos del ovario es diferente. El transcrito del gen SIDOF10 se localiza en los
haces vasculares mientras que el gen SIDOF31 se expresa en el estilo de la flor y en el évulo. El
silenciamiento transitorio de los genes SIDOF10 y SIDOF31 sugiere que ambos genes se requieren
para el correcto desarrollo del ovario y de las semillas. Sin embargo, la funcién que desempefian
durante el desarrollo del ovario es diferente ya que mientras que el gen SIDOF10 participa en el
desarrollo vascular, el gen SIDOF31 parece estar participando en la formacion de los léculos. Por
tanto, independientemente de su origen comun, los genes SIDOF10 y SIDOF31 no parecen tener

funciones redundantes en el desarrollo del ovario y el fruto.
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5 Regulacion de la expresion del gen SIDOF10

Dentro de los estudios de regulacién génica a nivel transcripcional, se han caracterizado
diferentes elementos reguladores en cis conservados en plantas. Estos elementos son secuencias
de DNA localizadas en las regiones no codificantes, generalmente de la regién promotora de los
genes. A partir de la organizaciéon de elementos reguladores en bases de datos, se han generado
herramientas bioinformaticas con las cuales se puede predecir dénde se expresa un gen, ademas
de los factores que pueden estar participando en su regulacién. En el estudio de la secuencia
promotora del gen SIDOF10, hemos identificado varios elementos hipotéticos de regulacidn en cis
dentro de los cuales destacan distintos motivos de regulacion hormonal, asi como numerosos
motivos de regulacion por luz. Se ha descrito un nimero importante de factores de transcripcion
tipo DOF cuya expresion se regula en respuesta a luz, respondiendo a sefiales del fitocromo y
citocromo y que estan sujetos al control del ritmo circadiano (Papi et al. 2002; Park et al. 2003;

Ward et al. 2005; Yang et al. 2011).

5.1 Regulaciéon hormonal del gen SIDOF10

Como previamente se ha sefialado, la regulacién hormonal desempefia un papel muy importante
durante el cuajado y desarrollo del fruto. En el andlisis in silico del promotor del gen SIDOF10,
hemos detectado varios motivos de regulacion en respuesta hormonas, los cuales sugieren la

posible regulacidon hormonal de su expresion.

Por una parte, se detectaron elementos de regulacidn por acido jasménico. Tradicionalmente esta
hormona se ha asociado a la regulaciéon de la respuesta a estreses bidticos y abidticos. Sin
embargo, existen algunas evidencias que indican que el acido jasmdnico podria estar implicado en
el desarrollo de la flor y el fruto (Wasternack et al. 2013). En tomate se describié que el mutante
jai-1 (JA-insensitive-1) muestra esterilidad del gametofito femenino y que ademas produce frutos
partenocarpicos. Este fenotipo estd asociado a la perdida de funcién del gen LeCOI-1, homdlogo al
gen COI-1 de Arabidopsis, el cual forma parte de la ruta de sefializacion del acido jasmonico (Li et
al. 2004a). Debido a lo anterior, no se descarta que esta hormona pueda participar en la

regulacion de la expresion del gen SIDOF10 durante el cuajado y desarrollo del fruto.

El promotor del gen SIDOF10 contiene al menos 30 elementos de regulaciéon en respuesta a
citoquininas. Estas fitohormonas regulan numerosos procesos de desarrollo, incluyendo la
actividad meristematica en brotes y raices, reproduccién, senescencia de la hoja, respuesta a
sefiales ambientales como luz y nutrientes, y desarrollo vascular (Argueso et al. 2009b; Werner
and Schmulling 2009). En particular durante el desarrollo vascular la sefializacidn por citoquininas

se requiere para establecer la identidad de las células del procambium, durante la primera fase de
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desarrollo de raices en Arabidopsis (Mahonen et al. 2000; Mahonen et al. 2006). Ademas las
citoquininas controlan la proliferacién de las células vasculares durante el desarrollo primario del
tejido vascular tanto en raiz como en brotes de plantas (Mahonen et al. 2000; Werner et al.
2003). Dado que la expresion de SIDOF10 se localiza en tejido vascular y que cambios en los
niveles de expresién de este gen en plantas transgénicas de silenciamiento y sobre-expresion
afectan el desarrollo de los haces vasculares y en particular a la proliferacion celular, las

citoquininas podrian participar en la regulacion de la expresién del gen SIDOF10.

El promotor del gen SIDOF10 contiene a su vez varios elementos de regulacidn en respuesta a
giberelinas (GARE) especificos de endospermo. Evidencias experimentales en Arabidopsis y en
cereales han demostrado que numerosos genes que contienen un enrigquecimiento de elementos
GARE en sus promotores, estan regulados positivamente en semillas (Bastian et al. 2010), proceso
en el cual los genes GAMYB parecen tener un papel importante. Estos genes se unen
especificamente al motivo GARE (TAACAAA) en presencia de GA y activan la transcripcidon de
genes en las células de la aleurona, asi como genes especificos del endospermo en diferentes
especies vegetales (Gubler et al. 1995; Diaz et al. 2002; Mena et al. 2002). Aunque en el presente
estudio no se ha analizado la expresion del gen SIDOF10 en semillas, |la presencia de estos motivos
GARE en el promotor del gen SIDOF10 sugieren que podria estar implicado en el desarrollo y
formacién de la semilla y podria ser la causa de que el silenciamiento del gen reduzca el nimero

de semillas.

Los estudios en el proceso del cuajado del fruto, indican que las auxinas son uno de los principales
reguladores de este proceso. El promotor del gen SIDOF10 contiene tres elementos de regulacién
en respuesta a auxinas (elementos ER-Aux). Los factores de respuesta a auxinas son activadores o
represores que se unen con especificidad a los elementos ER-Aux en los promotores de genes de
respuesta temprana a auxinas (revisado Guilfoyle y Hagen 2007). En nuestro estudio se demostrd
que la expresidn del gen SIDOF10 en ovarios no polinizados se activa en presencia de auxinas.
Esta evidencia y la presencia de elementos ER-Aux en su promotor, sugieren que SIDOF10 es un
gen de respuesta a auxinas y que la activacion de su expresidén podria estar sujeta a la presencia

de factores de respuesta a auxinas.

En tomate se han identificado 17 genes que codifican factores de respuesta a auxina o ARFs
(Kumar et al. 2011) y algunos de ellos han sido relacionados con el cuajado del fruto. Dentro de
este grupo se encuentra el gen SIARF7 cuya expresidn es elevada en flores durante las etapas
previas a la polinizaciéon y decrece rdpidamente cuando ésta tiene lugar. La reduccion de los

niveles del transcrito del gen SIARF7 causa la formacion de frutos partenocdrpicos, por lo cual este
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gen ha sido propuesto como un regulador negativo del cuajado del fruto (Vriezen et al. 2008; de
Jong et al. 2009b). Asi mismo el gen SIARF8 (homdlogo del gen AtARF8 de Arabidopsis) también se
ha asociado con la regulacién del cuajado del fruto en tomate. La expresién de formas aberrantes
de AtARF8 en plantas de tomate causan la formacién de frutos partenocarpicos (Goetz et al. 2006;
Goetz et al. 2007). En nuestros analisis hemos detectado que la expresion del gen SIDOF10 en
tomate se localiza en el funiculo del évulo y de la semilla. Los estudios de caracterizacién de los
genes ARF8 y SIARF7 mostraron que ambos genes se expresan en el tejido vascular del funiculo
(Goetz et al. 2006; Goetz et al. 2007; de Jong et al. 2009b). El solapamiento de los patrones de
expresidon entre los genes ARF descritos y SIDOF10, sugiere que posiblemente alguno de estos
genes o ambos puedan estar implicados en la regulacion del gen SIDOF10. Sin embargo, hacen

falta experimentos adicionales que ayuden a confirmar esta hipdtesis.

Numerosos estudios han demostrado que las auxinas juegan un papel esencial en el crecimiento
de la raiz y el desarrollo de raices laterales (revisado por Péret et al. 2009). Se debe establecer un
maximo de auxinas para que se inicie apropiadamente una nueva raiz lateral (Benkova et al. 2003;
Geldner et al. 2004). Durante nuestro estudio también detectamos que el transcrito del gen
SIDOF10 se encuentra en las raices, especificamente en el meristemo apical y en las regiones

donde se va a formar una raiz lateral lo cual apoya nuevamente la regulacién del gen por auxinas.

Todas estas evidencias apuntan a que las auxinas desempefian un papel fundamental en la
regulaciéon de la expresion del gen SIDOF10 vy, en este sentido, el gen SIDOF10 podria considerarse

un gen de respuesta a auxinas. (Peret et al. 2009).

6 El gen SIDOF10 participa en el desarrollo vascular de la planta

El desarrollo vascular se inicia mediante la formaciéon del procambium, a partir del cual se
diferencian los dos tejidos conductores: xilema y floema (revisado por Jung y Park, 2007). La
caracterizacién funcional del gen SIDOF10 demuestra que este gen esta involucrado en el
desarrollo del tejido vascular, especificamente en el control de la proliferacion celular de los
tejidos que componen los haces vasculares en el pedicelo de la flor. Estos resultados son
consistentes con el hecho de que este gen esté regulado por auxinas, ya que se ha establecido
que el acido indolacético (la auxina predominante en plantas superiores) es esencial para el
desarrollo del tejido vascular. Las auxinas promueve la division celular del cambium, induce la
diferenciacion de los elementos traqueales del xilema y contribuye a mantener la continuidad
vascular entre los diferentes 6rganos de la planta (Revisado por Cafio et al. 2010). En Arabidopsis
se han identificado los genes YUCCA, los miembros de esta familia codifican enzimas involucradas

en la biosintesis de auxinas. El cuadruple mutante yuclyuc2yucdyucé presenta un fenotipo en el
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cual esta afectado el nimero de venas, la continuidad vascular y el patrén vascular tanto en hojas
como en flores, demostrando que las auxinas son esenciales para la formacién y establecimiento

del patrén del tejido vascular (Cheng et al. 2006).

En los ultimos afios, se han identificado factores de transcripcidn pertenecientes a distintas
familias proteicas que participan en el desarrollo del sistema vascular, entre las cuales se incluyen
proteinas bHLH, HD-ZIP, ARF-GAP, AT-Hook y DOF, lo cual sugiere la existencia de complejos
protéicos que regulan este proceso (Revisado por Le Hir and Bellini 2013). Dado que los resultados
del presente estudio demuestran que el gen SIDOF10 estd directamente implicado en la
formacidn del tejido vascular, es posible que este factor de transcripcidon forme parte de algun
complejo proteico implicado en este proceso. Esta interaccidon podria tener lugar a través del
dominio DOF ya que se ha descrito como un dominio bi-funcional que puede mediar tanto la

union a DNA como participar en interacciones proteina-proteina (Yanagisawa 2002).

Existen numerosas proteinas tipo DOF implicadas en el desarrollo del sistema vascular de plantas.
Estudios llevados a cabo en Arabidopsis demuestran que proteinas de esta familia estdn
involucradas en la regulacion de la formacion del tejido vascular en diferentes etapas de
desarrollo (Konishi and Yanagisawa 2007; Guo et al. 2009; Gardiner et al. 2010). De hecho se ha
descrito que casi todos los factores de transcripcion tipo DOF en Arabidopsis estan
potencialmente expresados en el tejido vascular (Le Hir and Bellini 2013). Konishi and Yanagisawa
(2007) identificaron dos genes que codifican factores transcripcionales tipo DOF (AtDof5.8 y
AtDof2.4) que pueden estar implicados en la formacién del procambium. A diferencia del gen
SIDOF10, estos genes se expresan Unicamente durante etapas muy tempranas de la formacion del
tejido vascular mientras que el gen SIDOF10 parece estar expresandose a lo largo de todo el
desarrollo y muestra expresién en todos los grupos celulares que componen el anillo vascular. Se
han descrito otros tres genes tipo DOF en Arabidopsis (AtDof2.1, AtDof4.6 y AtDof5.3) que
presentan expresion en el sistema vascular de la raiz y en las hojas (Birnbaum et al. 2003;
Gardiner et al. 2010). De manera similar hemos encontrado que la expresién del gen SIDOF10 se
localiza asociada al sistema vascular tanto en cotiledones como en hojas verdaderas y en la zona

distal de la raiz.

Por otra parte, Guo y colaboradores (2009) detectaron que el gen AtDof5.6/HCA2 se expresa en la
vasculatura de todos los drganos, particularmente en el cambium, el floema y las células del
parénquima interfascicular del tallo de la inflorescencia. El estudio del mutante de ganancia de

funcién hca2 de Arabidopsis demostré que la sobre-expresién del gen AtDof5.6 causa la
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formacién precoz del cambium interfascicular y su consecuente divisién celular. De manera

inversa, la

represion de la proteina AtDof 5.6/HCA2 da como resultado la disrupcién de la formacién del
cambium interfascicular en etapas muy tempranas del desarrollo del tallo de la inflorescencia
(Guo et al. 2009). De la misma forma, la sobre-expresién del gen SIDOF10 induce una mayor
proliferacién celular en el tejido vascular del pedicelo, mientras que el silenciamiento del gen
causa una disminucién en el nimero de células, aunque no bloquea el desarrollo del tejido
vascular. Por tanto, el gen SIDOF10 participa redundantemente con otros genes en la formacién
del tejido vascular, y se puede considerar un regulador positivo de la proliferacién celular durante
el desarrollo de este tejido. Este seria el primer analisis funcional de un factor de transcripcién

tipo DOF de tomate involucrado en este proceso.

7 Implicacién del gen SIDOF10 en el cuajado del fruto

El cuajado del fruto es uno de los procesos mas importantes en la vida de las plantas
angiospermas y se define como la transicion del estado quiescente del ovario a un rdpido
crecimiento para formar un fruto. En condiciones normales, el inicio de la formacidn del fruto
depende de una exitosa polinizacidn y fecundacion de los évulos (Gillaspy et al. 1993; de Jong et
al. 2009a). Sin embargo, la estimulacion promovida por la polinizacidn y la fertilizacién en el
cuajado del fruto puede ser sustituida por el aumento en la concentracién de hormonas tales
como giberelinas y auxinas, lo cual promueve la formacion de frutos partenocarpicos (Gillaspy et
al. 1993; Vivian-Smith et al. 2001; Gorguet et al. 2005; Medina et al. 2013). Dentro del analisis
funcional del gen SIDOF10 se observd que la reduccion de los niveles del transcrito causa un
aumento en el desarrollo de frutos partenocarpicos y una disminucion en el tamafio del fruto y en

el niUmero de semillas.

Existe una correlacion positiva entre el tamafio del fruto y el nimero de semillas (Varga and
Bruinsma, 1976). La disminucion en el nimero de semillas en plantas de silenciamiento del gen
SIDOF podria ser la causa de la reduccién en el tamafo del fruto observada en estas plantas. Por
otra parte, la reproduccién de las plantas y en particular el desarrollo de los frutos dependen en
gran medida de un adecuado importe de fotoasimilados a través del floema. Las hojas son la
primera fuente de nutrientes durante el desarrollo temprano de la flor y el desarrollo del fruto
(Ruan et al. 2012). Sin embargo, los requerimientos de fotoasimilados durante el desarrollo floral
y durante el cuajado del fruto son menores en comparacién con la subsecuente fase de llenado
del fruto (Ruan et al. 2012). En nuestro caso, la disminucién en el nimero de células del tejido

vascular del pedicelo en plantas de silenciamiento del gen SIDOF10, podria tener como
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consecuencia una reduccién en el flujo de fotoasimilados que llegan al fruto y ser la causa de la

disminucién del tamafio del fruto en estas plantas.

En relacién a las auxinas, estas hormonas se transportan de forma basipétala (Lewis and Muday
2009), es decir, desde los tejidos de sintesis (hojas jovenes y flores) en la parte apical hacia la base
de la planta, llegando a los distintos drganos a través del sistema vascular (Petrasek and Friml
2009). En distintas especies se ha demostrado que la aplicacién de inhibidores del transporte de
auxinas en ovarios o en el pedicelo de las flores, inducen la produccién de frutos partenocdrpicos
en ausencia de polinizacidn y fertilizacidén (Kim et al. 1992; Serrani et al. 2010; Pattison and Catala
2012). Al inhibir el transporte se bloquea el flujo de auxinas desde el évulo al resto de la planta,
generando una acumulaciéon de auxinas que induce el crecimiento del fruto sin necesidad de
fertilizacion (Serrani et al. 2010; Pattison and Catala 2012). En tomate, las lineas de silenciamiento
del gen SIPIN4 exhiben una disminucidn en el desarrollo del tejido vascular secundario en el tallo
(Pattison and Catald 2012). Ademas los niveles reducidos del transcrito del gen SIPIN4 promueven
el crecimiento precoz del ovario generando asi frutos partenocarpicos (Mounet et al., 2012). De
manera similar, el aumento en la formacidn de frutos partenocarpicos en plantas de
silenciamiento RNAI::SIDOF10, podria deberse a que la reduccion del tejido vascular reduce el
flujo de auxinas a través del pedicelo y en consecuencia se produce una acumulacion de la

hormona dentro del ovario que induce su crecimiento prematuro.

En resumen, nuestros resultados sugieren que el gen SIDOF10 podria actuar como un represor del
proceso de cuajado del fruto de manera indirecta a través de su papel en el desarrollo del sistema

vascular, o directamente evitando el crecimiento anticipado del ovario.
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VI. CONCLUSIONES
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El andlisis de genotipos partenocarpicos de tomate, como herramienta para la identificacion de
genes y mecanismos implicados en el control del desarrollo del ovario y el cuajado del fruto, nos

han permitido aportar al conocimiento de estos procesos las siguientes conclusiones:

PRIMERA: Las flores de plantas mutantes hydra no presentan desarrollo de los gametofitos y son
estériles. Este resultado indica que el gen HYDRA tiene un papel central en el desarrollo de los
gametofitos masculino y femenino y que el mecanismo que controla ambos procesos tiene

elementos comunes.

SEGUNDA: En plantas mutantes hydra el desarrollo del fruto tiene lugar sin que ocurra la
polinizacién y fertilizaciéon, generando frutos partenocarpicos. Este fenotipo sugiere que el

desarrollo de los gametos regula negativamente el crecimiento del ovario no polinizado.

TERCERA: La induccidn del crecimiento del ovario en ausencia de fertilizacién en plantas hyd-1, no
depende de la sintesis de GAs. Sin embargo, las GAs participan en el crecimiento del fruto una vez

ocurre el cuajado.

CUARTA: En plantas hyd-1 existe una alteracién en el transporte polar de auxinas durante el
desarrollo de la flor en las etapas previas a la antesis. Esta alteracidn conlleva la activacion de la
ruta de sefializacién por auxinas en los estambres y una distorsion en el patrén de localizacion de
la hormona dentro del ovario. La pérdida de los gradientes de auxinas en el ovario podria ser la

causa de la ausencia de gametofitos y del desarrollo partenocarpico del fruto.

QUINTA: La mutacién hydra se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, donde no se ha
identificado ningun otro locus o QTL asociado a la partenocarpia. Por tanto, la mutacién hydra

representa una nueva fuente de partenocarpia en tomate.

SEXTA: La proteina codificada por el gen SIDOF10 se localiza en el nucleo y pertenece a una

familia de factores de transcripcién tipo Zinc Finger especifica de plantas.

SEPTIMA: Los genes paralogos SIDOF10 y SIDOF31 no tienen funciones redundantes durante el

desarrollo del ovario y el cuajado del fruto en tomate.

OCTAVA: La presencia de motivos de regulacidon por auxinas en la regién promotora del gen

SIDOF10 vy la activacion de su expresidon mediante tratamientos exdgenos con acido indolacético,
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sugieren que las auxinas desempefian un papel fundamental en la regulacién de la expresién del

geny, en este sentido, el gen SIDOF10 podria considerarse un gen de respuesta a auxinas.

NOVENA: El patréon de expresién del gen SIDOF10 sugiere que podria estar implicado en el

desarrollo vascular durante todo el ciclo de vida de la planta.

DECIMA: Cambios en los niveles de expresion del gen SIDOF10 (silenciamiento y sobre-expresién)
modifican el nimero de células del tejido vascular del pedicelo de la flor, sugiriendo que el gen
SIDOF10 participa en el control de la proliferacién celular durante el desarrollo vascular del

pedicelo de la flor.

UNDECIMA: Durante la etapa reproductiva, la reduccién de expresién del gen SIDOF10 genera
una disminucion del tamafio del fruto, una reduccidn del nimero de semillas y un aumento en el
desarrollo de frutos partenocdrpicos. Por tanto, la expresion del gen SIDOF10 es necesaria para el

correcto desarrollo del ovario, el cuajado del fruto y la formacién de las semillas.
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Anexo

Figura suplementaria 1. Alineamiento de las secuencias codificantes de los genes SIDOF10y SIDOF31. Se detecta una
homologia correspondiente al 32%. El alineamiento se realiz6 utilizando el
(http://www.uniprot.org/).
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873 ATCTTTAATT------- AATAAGTAATTTAC--~—--~- D 900 S1DOF10

821 AACCAATTTTGTTCCAAAATTTGGAGATTTCGTCGTCGAAACAACAAGAAGATCATCAAG 880 S1DOF31
Kok oo ck® XX ok X KX X xae

901 TTACTATTAGGG------ TGAAGGGTGCATGAGATGTTTGTGGTAT-ACT--GGGGATAC 951 S1DOF10

881 AAACATTTGGAAATAACAATGTTGATTCAAGAAAAGATTGTAGTACTACTATTGGAAATC 940 S1DOF31
sekk.okE X . s R Kk FREkE KK EAEE AR *x* *xk k. .k

952 TTGGACATGGGTG-----———==-—=-—=-== TG--GCTTAGATTT--TA-TTTGTTTTTATT 990 S1DOF10

941 ---ATCATGGGAACAATTTATCAACTGAATGGTTCTTTGATAACTCATITGGTTTAAATT 997 S1DOF31

.:QOQQQt:‘ ** i**:**t:: * k= Q**,::***

991 CTG-TTTTTCTCTTTGCTTTTTGTGTGTGTTTCATCTATARARAAT -~————~ C----AAT 1038 SI1DOF10

998 CAAATTCAACACATAGCAACAACA----ACAACAACAATGGGAATGGAAATGCAAATGAT 1053 S1DOF31
t:. * * : t t:ﬁ:ﬂ* . . H - ::** t:**__ * & % * ‘kt

1039 GTAGTARRNTE -~ —————————————— R R e e e e e 1056 S1DOF10

1054 GATCAAAATGTCAACAATTGGAATAGTACTATTCAAGCTTGGAGCAATTTGAATCAATAT 1113 S1DOF31
Kook EERE * * H.hrE

1057 S==meesess 1056 S1DOF10

1114 AGTACACTACCTTAA 1128 S1DOF31

Tabla suplementaria 1. Proteinas utilizadas para la elaboracion del arbol filogenético. Se
muestra el nimero de referencia de acuerdo al GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Proteina Referencia GenBank
SIDOF10 XP_004232062.1
StDOF XP_006338231.1
SIDOF31 XP_004250167.1
StDOF5.7-like XP_006353273.1
PaDOF AAY28423.1
PtDOF XP_002310753.1
RcDOF XP_002522340.1
VVvDOF XP_003635142.1
GmDOF17.4 XP_003550086.1
GmDOFO01.3 XP_003517276.1
MdDOF ADL36685.1
AtDOF5.7 NP_201362.1
CcDOF XP_006425821.1
VvDOF5.7-like XP_002266518.2
RcDOF5.7-like XP_002532379.1
GmDOF1.1 XP_003517274.1
GmDOF9.1 XP_003534250.1
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