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Resumen

El conocimiento de los genes clave que afectan al desarrollo de las plantas y su
interaccién con agentes externos es un aspecto muy importante, tanto desde
un punto de vista basico como aplicado. El escrutinio de poblaciones de plantas
mutagenizadas permite la identificacion de mutantes y, a partir de ellos, los
genes responsables de un caracter concreto. Comparada con otras alternativas
metodoldgicas (mutagenos quimicos o fisicos) la mutagénesis insercional con
T-DNA aporta una ventaja adicional, ya que si el gen queda etiquetado por un
inserto su identificacion es mas sencilla ya que se puede conocer de qué gen

se trata a partir de la secuencia conocida del T-DNA.

Con el fin de identificar genes que controlan caracteres del desarrollo temprano
se ha llevado a cabo el escrutinio de las progenies de 762 lineas T-DNA de
tomate mediante la utilizacion del cultivo in vitro. EI empleo de esta
metodologia presenta ciertas ventajas respecto al escrutinio in vivo: menor
necesidad de tiempo y espacio, mayor homogeneidad en las condiciones
ambientales, facilidad para detectar alteraciones en el sistema radicular y
posibilidad de detectar mutantes afectados en su capacidad morfogenética.

Se han identificado 23 fenotipos mutantes diferentes que se han distribuido por
su fenotipo mas significativo en mutantes alterados en el desarrollo radicular,
desarrollo de parte aérea, muerte celular y respuesta morfogenética. Se realizo
la caracterizacion fenotipica y genética de todos los mutantes y se lo logré
determinar que existia cosegregacion entre el fenotipo mutante y un inserto T-
DNA en cinco de las lineas mutantes identificadas. Por ultimo se ha logrado
identificar los genes responsables del fenotipo en dos de los mutantes

detectados.
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Summary

Knowledge of the key genes that affect the development of plants and their
interaction with external agents is a very important aspect, both from a basic
point of view and applied. Screening of mutagenized populations allows the
identification of plants mutants and, from them, genes responsible for a
particular character. Compared with other methodological alternatives (chemical
or physical mutagens), insertional mutagenesis with T-DNA provides an
additional advantage, the gene is tagged by an insert. Its identification is easier
because it is possible to clone the mutated gene from the known T-DNA

seqguence.

In order to identify genes that control early developmental traits, the screening
of the progenies of 762 tomato T-DNA lines was carried out by using plant
tissue culture techniques. The use of this methodology presents some
advantages respect to in vivo scrutiny: less need of time and space, greater
homogeneity in the environmental conditions, facility to detect alterations in the
root system and possibility of detecting affected mutants in their morphogenetic

capacity.

We have identified 23 different mutant phenotypes that have been distributed by
their most significant phenotype in altered mutants in root development, shoot
development, cell death and morphogenetic response. The phenotypic and
genetic characterization of all the mutants was made and it was possible to
determine if there was cosegregation between the mutant phenotype and a T-
DNA insert in five of the mutant lines identified. Finally, it has been possible to

identify the genes responsible for the phenotype in two of the detected mutants.
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Resum

El coneixement dels gens clau que afecten el desenrotllament de les plantes i
la seua interaccié6 amb agents externs és un aspecte molt important, tant des
d'un punt de vista basic com aplicat. L'escrutini de poblacions de plantes
mutagenitzades permet la identificaci6 de mutants i, a partir d'ells, els gens
responsables d'un caracter concret. Comparada amb altres alternatives
metodologiques (mutagenos quimics o fisics) la mutagenesi insercional amb T-
DNA aporta un avantatge adicional, ja que si el gen queda etiquetat per un
inserit la seua identificacié és més senzilla ja que es pot conéixer de quin gen

es tracta a partir de la sequiéncia coneguda del T-DNA.

A fi d'identificar gens que controlen caracters del desenrotllament primerenc
s'ha dut a terme l'escrutini de les progénies de 762 linies T-DNA de tomaca per
mitja de la utilitzacié del cultiu in vitro. L'us d'esta metodologia presenta certs
avantatges respecte a l'escrutini in vivo: menor necessitat de temps i espai,
major homogeneitat en les condicions ambientals, facilitat per a detectar
alteracions en el sistema radicular i possibilitat de detectar mutants afectats en
la seua capacitat morfogenética.

S'han identificat 23 fenotips mutants diferents que s'han distribuit pel seu
fenotip més significatiu en mutants alterats en el desenrotllament radicular,
desenrotllament de part aéria, mort cel-lular i resposta morfogenética. Es va
realitzar la caracteritzacié fenotipica i genetica de tots els mutants i se va
determinar que existia cosegregacion entre el fenotip mutant i un inserit T-DNA
en cinc de les linies mutants identificades. Finalment s'ha aconseguit identificar

els gens responsables del fenotip en dos dels mutants detectats.
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1.1.- El tomate

1.1.1.- Origen, historia y clasificacién taxonomica

El centro de origen del tomate (Solanum lycopersicum L.) se encuentra en la
zona Andina ahora rodeada por Colombia, Peru, Chile, Bolivia y Ecuador. El
lugar y tiempo en el cual fue domesticado no se conoce con exactitud (Sims,
1980). Sin embargo, existen dos hipétesis en las cuales se plantea que el
tomate tiene como posible centro de domesticacion México y Peru. En 1886,
Alfonse De Candello, coetaneo de Darwin, usé una evidencia linguistica como
los nombres “mala peruviana” o “pommi del Perd” (manzana peruana) para
considerar a Perti como centro de domesticacion. Por otro lado, Jenkis (1948)
postulé a México como centro de domesticacion, utilizando como justificacion
gue no habia evidencia de cultivos de tomate en épocas pre-colombinas en el
Sur de América, a diferencia de México. También uso otra evidencia linguistica,
pero no esta claro que la planta citada como “tomalt” se refiera a tomate o una
especie nativa de Physalis (Nesbitt y Tanksley, 2002; Bauchet y Causse, 2007).
Recientemente se ha estudiado el genoma de mas de mil accesiones de
tomate, Solanum lycopersicum var. cerasiforme y Solanum pimpinellifolium y se
ha llegado a la conclusion de que el tomate se ha domesticado en dos pasos.
El primero habria tenido lugar en el norte de Per( y Ecuador y el segundo
habria sido en México (Blanca et al., 2015)

En el afio 1523 el tomate llegé a Europa. Sin embargo, su consumo fue casi
nulo ya que se consideraba una planta toxica. Los esparfioles y portugueses lo
diseminaron por el resto del mundo gracias a sus colonias ultramarinas. En el
siglo XVII el tomate ya se habia introducido en la region oriental de Asia y su

cultivo a escala comercial comenz¢ a finales de siglo XIX.

El tomate pertenece a la familia de las Solanaceae, la cual contiene mas de
3.000 especies, incluyendo plantas de importancia econdmica, tales como,
patata, berenjenas, pimientos, petunias y tabaco. Desde el primer momento en
que el tomate cultivado fue introducido a Europa, los botanicos han reconocido

su estrecha relacién con las especies del genero Solanum y en el siglo XVII se
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referia al tomate cultivado como S. pomiferum (Luckwill, 1943). Tournefort fue
el primero en ubicar al tomate cultivado en el género Lycopersicon. Este autor
clasificaba a las especies que presentaban frutos multiloculares dentro del
género Lycopersicon y a las especies que presentaban frutos biloculares dentro
de género Solanum. Sin embargo, en la actualidad sabemos que las
variedades de tomate pueden ser de ambos tipos. En 1753, Linnaeus colocé al
tomate en el género Solanum, junto con la patata, con el nombre especifico de
Solanum lycopersicum. En 1754, Philip Miller los desplaz6 a otro género,

dandole el nombre de Lycopersicum esculentum (Peralta y Spooner, 2007).

De acuerdo con el Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (2000),
actualmente al tomate se le ubica dentro del Reino Plantae, Subreino
Tracheobionta, Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Subclase
Asteridae, Orden Solanales, Familia Solanacea, Subfamilia Solanoidea, Tribu
Solanea. Sin embargo, en nuestros dias existe un debate a nivel de género y
especie, donde algunos autores posicionan al tomate en el género
Lycopersicon y la especie esculentum (Rick, 1979; Symon, 1985; Taylor, 1986).
De igual manera, hay investigadores que han pretendido ubicar al tomate
dentro del género Solanum y la especie lycopersicum (Child, 1990; Olmsteas et
al., 1999; Peralte y Spooner 2001; Spooner et al., 2005).

1.1.2.- Importancia econémica

El tomate se encuentra distribuido por todo el mundo y es la segunda hortaliza,
después de la patata, con mayor importancia econémica a nivel mundial. El
tomate no se comercializa Unicamente para el mercado en fresco, también se
usa en la industria para sopas, concentrados, jugos, ketchup, etc. Es una
fuente importante de nutrientes como licopeno, B-caroteno y vitamina C, los
cuales tienen un impacto positivo en la salud humana y su produccion al igual
gue su consumo va en incremento a medida que la poblacion mundial aumenta
(Bergougnoux, 2014). El tomate es una hortaliza de enorme importancia
econdmica, debido a las grandes superficies que se destinan a su cultivo
alrededor del mundo. En el afio 2013, segun datos de la FAO (Food and

Agriculture Organization) habian 174 paises productores de tomate. En ese
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afo la superficie cultivada en el mundo fue de 4.729.919 hectareas. Los paises
que cosecharon la mayor superficie fueron China (984.603), India (880.000),
Turquia (311.000), Nigeria (272.000) y Egipto (212.946), los cuales en conjunto
aportan el 57% de la superficie cosechada mundialmente. Ese afio México se
colocé en la décima posicion con una superficie de 87.165 hectéreas y Espafia

la vigésimo segunda, con 45.300 hectéreas (Figura 1).
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Figura 1. Distribuciobn de la superficie cultivada de tomate de los
principales paises productores en el afio 2013 (Fuente: FAO).

La produccion mundial para este mismo afio fue de 164 millones de toneladas.
Los principales paises productores de tomate en el mundo son: China (50,5),
India (18,2), Estados Unidos (12,6), Turquia (11,8) y Egipto (8,5), en su
conjunto contribuyeron al 62% de la produccion mundial, lo cual equivale a
101,7 millones de toneladas. Espafa se encuentra en la novena posicion con
una produccion de 3,7 millones de toneladas y México se encuentra en la

décima posicion con una produccién de 3,3 millones de toneladas (Figura 2).

En el contexto Europeo, Espafia se coloca en segundo lugar, después de Italia,

tanto en superficie cultivada como en produccién obtenida.
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Figura 2. Distribucion de la produccion de tomate entre los principales
paises productores en el afio 2013 (Fuente: FAO).

1.1.3.- Mejoramiento genético del tomate

El mejoramiento genético del tomate inicialmente se enfocd hacia un aumento
del rendimiento aunque este objetivo principal ha ido variando con el paso del
tiempo. Actualmente hay en el mercado un gran numero de -cultivares
adaptados a condiciones especificas de crecimiento (invernadero, malla
sombra, campo abierto) y para diferentes usos comerciales (mercado en fresco
o tomate de procesamiento). Ademas, continuamente las casas de semillas
amplian su catalogo de variedades disponibles para el agricultor. Para ello, los
mejoradores utilizan habitualmente métodos clésicos: hibridacion y selecciéon
con el apoyo de marcadores moleculares. La eficiencia de la mejora mediante
esta via depende mayoritariamente de la disponibilidad de fuentes de
variabilidad genética y de la capacidad de aunar en una variedad los caracteres
deseables que se pretenden combinar. La biotecnologia de plantas ofrece a los
mejoradores unas nuevas herramientas para resolver problemas que con los
métodos clasicos son dificiles o imposibles de abordar. Estas nuevas
herramientas han modificado considerablemente el paradigma en torno al
mejoramiento de plantas, permitiendo lograr ciertos objetivos de forma mas

rapida y el acceso a una variabilidad genética inalcanzable hasta el momento.



1.1.4.- Retos del mejoramiento genético del tomate

En tomate, los programa de mejora estan encaminados a producir y distribuir
nuevos cultivares con mejores caracteristicas agrondmicas que variardn en
funcién del mercado al que se destine. La historia reciente del mejoramiento
genético del tomate ha pasado por cuatro fases: aumento del rendimiento en
los afios 70°s, aumento de la vida post-cosecha en los 80°s, mejora de las
caracteristicas organolépticas en los 90°s y, mas recientemente, incremento del
valor nutricional (Bai y Lindhout, 2007; Bauchet y Causse, 2012; Foolad, 2007).

El rendimiento es un reto constante para los mejoradores y toma en cuenta
tanto el numero de frutos como el peso de éstos por lo que se puede abordar
por diferentes vertientes. Por otro lado, unos de los problemas mas
prominentes en el mejoramiento genético del tomate es la resistencia a los
diversos tipos de estrés bidtico, como plagas y enfermedades, que pueden
causar descensos en la produccion y, por tanto, pérdidas muy significativas. El
tomate es atacado por mas de 200 tipos de plagas y enfermedades. En
general, se intentan controlar mediante tratamientos quimicos, sin embargo
éstos presentan mdltiples inconvenientes: desarrollo de resistencias, dafio al
medio ambiente, posibles efectos a los consumidores, etc. Para limitar el uso
de pesticidas, los mejoradores han acudido a las especies silvestres como
fuente de variabilidad genética en la mejora de la resistencia a plagas y
enfermedades. De hecho en 1934 se produjo la primera introgresion en tomate
de genes que controlan un caracter de interés agronémico a partir de especies
silvestres. En concreto, mediante el cruce con S. pimpinellifolium, se consiguio
el desarrollo de una variedad de tomate resistente a Cladosporium fulvum, un
hongo que causa el moho de la hoja (Walter, 1967). Por otro lado, el tomate
cultivado, dependiendo de la variedad, puede ser moderadamente o altamente
sensible a muchos estreses abibticos, incluyendo salinidad, sequia,
temperaturas extremas, humedad excesiva, desequilibrio nutricional y
contaminacion ambiental. Sin embargo, dentro del género Solanum, hay varias
especies silvestres que representan una fuente rica de variacidbn genética

disponible (Rick, 1976; 1979). Desafortunadamente, en contraste con la
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resistencia a los estreses bidticos, muchos de los cuales tienen un control
monogenico, las complejas respuestas genéticas a los estreses abibticos son
multigénicas y por lo tanto mas dificil de identificar, controlar y manipular (Ben-
Ariy Lavi, 2012).

Uno de los retos de la mejora del tomate es el desarrollo de cultivares con
maduracion retrasada después de la cosecha. Se han empleado diversas
estrategias para mejorar este caracter como la manipulacion de la biosintesis
del etileno el cual es clave en el inicio de la maduracion. Por ejemplo, la
identificacion de algunas mutaciones que afectan la percepcion del etileno han
sido utilizadas con éxito para retrasar el ablandamiento de los frutos de tomate
(Giovannoni, 2001; Giovannoni, 2007; FAO Worlbank, 2010). Mas
recientemente, sin dejar de lado todos los objetivos comentados hasta el
momento, se han afladido como objetivos de mejora el desarrollo de cultivares
que aporten al consumidor un fruto con caracteristicas deseables en términos
de sabor, textura, color, y un mayor contenido en sustancias con elevado valor

nutricional (vitaminas, antioxidantes,...).
1.1.5.- Limites del mejoramiento clasico del tomate

El mejoramiento tradicional usualmente comienza con el cruce entre lineas
élite, o entre una linea élite y una especie silvestre. Se debe tener en cuenta
que la produccién de un nuevo cultivar proveniente de cruces entre dos lineas
élite puede tomar entre cinco y siete afios, y la incorporacién de nuevos genes
a partir de una especie silvestre puede tomar hasta 20 afios (Causse et al.,
2007). La eleccion de las lineas parentales es crucial y demanda de un buen
conocimiento del germoplasma disponible. En el caso del tomate, se
encuentran almacenadas en bancos de semillas alrededor del mundo mas de
83.000 accesiones, colocando al tomate como la especie vegetal nUmero uno
en cuanto a coleccion y conservacion de germoplasma (Bauchet y Causse,
2012). Ademés, muchas de las especies silvestres relacionadas pueden ser
cruzadas mediante hibridacion sexual con el tomate cultivado con mas o menos
eficiencia (Bedinger et al., 2011). Por otra parte, cuando dos especies no se

pueden cruzar, se pueden utilizar técnicas de cultivo in vitro como el rescate de
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embriones o la fusion de protoplastos (Bai y Lindhout, 2007; Rick, 1974).
Algunos ejemplos del mejoramiento genético del tomate cultivado mediante la
introgresion de genes procedentes de especies silvestres son el uso de S.
hirsutum para mejorar la tolerancia a las heladas, de S. chilense para tolerancia
a sequia, de S. cheesmaniae para tolerancia a salinidad (Hobson y Grierson,
1993), o el uso de S. pennellii para aumentar el contenido de azucar de los
frutos (Fridman et al., 2000; Ikeda et al., 2013).

Para el afio 2050, se estima que la poblacion mundial aumente hasta alcanzar
los nueve mil millones de habitantes, de los cuales el 62% vivira en regiones
donde una gran proporcién de personas sufren de hambre, Africa y el sureste
asiatico (FAO; coleccion de datos 2010-2012). Esto plantea grandes retos en la
obtencion de suficientes alimentos teniendo en cuenta que para ello se
pretende utilizar la menor cantidad de superficie posible. Ademas, la agricultura
necesita buscar soluciones a multiples problemas como el incremento de la
salinidad y la sequia debido a cambios ambientales y de sobreexplotacion
agricola o la presencia de nuevas plagas y enfermedades. Aunque gracias a
los métodos de mejoramiento tradicional se han alcanzado grandes logros en
las especies cultivadas, en este contexto pueden resultar demasiado lentos y
laboriosos (Ahmad et al., 2012).

El desarrollo de nuevas herramientas basadas en la biologia molecular y
celular ofrece a los mejoradores nuevas perspectivas para la mejora genética
basada en el uso de marcadores moleculares y en la aplicacion de la ingenieria
genética (Causse et al., 2007; Bauchet y Causse, 2012). Para poder aplicar
estas técnicas es imprescindible disponer de informacién sobre qué genes son
los responsables de la expresion de un caracter. Para conocer el genoma del
tomate, se desarrollé en el 2003 el proyecto internacional Red Gendémica de las
Solanaceas (SOL, Solanaceae Genomcis Network). Este consorcio esta
compuesto por diversas bases de datos de secuenciacion de genes, perfiles de
expresion, perfiles de metabolitos, secuenciacion y anotacion de genomas. La
secuencia del genoma de tomate se dio a conocer hace unos afos (The

Tomato Genome Consortium, 2012), y ahora se esta trabajando en sus
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anotaciones. Toda esta informacion estd ayudando a entender mejor qué
genes controlan el crecimiento y desarrollo de la planta y como responden

éstas a los estreses a los que se ven sometidas.
1.1.6.- Mejoramiento asistido con marcadores moleculares

El concepto de seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS) fue
sugerida hace ya 30 afios por Smith y Simpson (1986). Después del
descubrimiento de los RFLP (Botstein et al., 1980) y otro tipo de marcadores
moleculares, se asumia que el mejoramiento genético clasico experimentaria
un gran cambio ya que la seleccibn de plantas no se llevaria a cabo
exclusivamente mediante el fenotipado, sino que la seleccién también se podria
hacer a partir de los marcadores moleculares genéticamente ligados a los
genes de interés. Tanksley y colaboradores (1981) publicaron el primer estudio
experimental con plantas utilizando MAS y sugirieron que la seleccion con
marcadores moleculares podria preceder a la seleccion fenotipica en tomate,
pero nunca reemplazarla. La ventaja principal de la seleccion asistida por
marcadores es que puede hacerse a una edad temprana de la planta (en
estado de plantula o incluso de semilla) sin tener que esperar a que se
complete todo su desarrollo por lo que se puede reducir significativamente el
namero de individuos a cultivar aungue siempre es necesario una evaluacion

fenotipica para la correcta seleccion de las plantas (Ben-Ariy Lavi, 2012).

Hoy en dia esta técnica esta siendo empleada por practicamente todas las
casas de semillas. Por poner algun ejemplo de caracteres que se han
introducido a cultivares de tomate mediante esta técnica, cabria mencionar la
resistencia a multiples enfermedades como el cancer bacteriano (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis), marchitamiento vascular (Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici), virus del mosaico del tabaco (ToMV), la marchitez
causada por Verticillium y la resistencia a Alternaria alternata que provoca el
moho negro (Brandwagt et al., 2000). Ademas, se ha utilizado para le seleccion
de cultivares con la caracteristica de autopoda conocidos como “self-pruning”.
También, se emplea para seleccionar mutaciones que provocan retraso en la

maduracion, como los genes RIN y NOR o de una mutacién en JOINTLESS-2
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(un gen relacionado con la abscision), que ha sido clave a la hora de

seleccionar variedades adaptadas a la recoleccion mecanizada (Foolad, 2007).
1.1.7.- Mejoramiento biotecnolégico del tomate

El desarrollo de cultivares transgénicos de diferentes especies se esta
expandiendo por todo el mundo. La superficie dedicada al cultivo de variedades
obtenidas mediante ingenieria genética aumenta cada afo, con 1,7 millones de
hectareas cultivadas en el mundo en el afio 1996 y 181,5 millones de hectareas
cultivadas en el afio 2014. Los paises que lideran el cultivo de transgénicos en
el mundo son Estados Unidos con 73,1 millones de hectareas, Brasil con 42,2
millones de hectareas y Argentina con 24,3 millones de hectareas. En Europa,
Espafia es el principal productor de plantas transgénicas con 143.000
hectéareas dedicadas a cultivos de maiz Bt. China es el Unico pais que cultiva
tomates transgénicos actualmente (James, 2014). La Unica variedad de tomate
transgénico que se ha comercializado hasta el momento es la variedad FLAVR-
SAVR™ (Kramer y Redenbaugh, 1994). La variedad fue introducida en el
mercado en 1994 y tuvo un importante, aunque fugaz, éxito debido a los costes
de produccién y la creciente preocupacion por parte de los consumidores hacia

los organismos genéticamente modificados (Bruening y Lyions, 2000).

Por otra parte existen mdultiples ejemplos de mejoras del tomate mediante la
utilizacién de la transformacion genética. Por lo que se refiere a la produccion
de plantas transgénicas de tomate resistentes enfermedades, el gen Ep5c que
codifica una peroxidasa de secrecién, se vio que se acumulaba a niveles
significativos en plantas de tomate sensibles a Pseudomonas syringae pv.
tomato. Al inhibir la acumulaciéon de la proteina Ep5c mediante la estrategia de
ARN antisentido se obtuvieron plantas transgénicas de tomate resistentes a P.
syringae pv. tomato (Coego et al., 2005). La sobreexpresién del gen LeAOX
gue codifica una oxidasa mitocondrial en tomate produjo una reduccién de la
multiplicacion del virus del bronceado de tomate (Ma et al., 2011). La
introduccién de un gen de Arabidopsis, NPR1, condujo a la obtencién de
plantas de tomate resistentes a la mancha gris de la hoja (Stemphylium solani)

y a Fusariosis (Lin et al., 2004).
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También se han obtenido algunos resultados en la mejora de la tolerancia
frente a estreses abidticos. La obtencion de plantas transgénicas de tomate con
el gen de Arabidopsis CBF1 produjo cierto incremento en la tolerancia al frio.
La respuesta se asocio a la menor presencia de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y a una pronunciada tolerancia a dafios oxidativos (Hsieh et al., 2002).
La expresion del antiportador vacuolar Na'/H® AtNHX1 de Arabidopsis en
tomate tuvo como resultado cierto incremento en la tolerancia a la salinidad
(Zzhang y Blumwald, 2001). Con respecto al desarrollo de cultivos transgénicos
de tomate con una mayor calidad del fruto, se utlizo el método de
silenciamiento génico mediado por hpARN para inhibir la expresion del gen
ACO1 que codifica una ACC sintasa, una proteina involucrada en la ruta de
biosintesis del etileno, y que permitia un mayor periodo de conservacion de los
frutos (Behboodian et al., 2012).

La utilizacion de las técnicas de mejora biotecnolégica, entre las que destacan
la seleccion asistida por marcadores y las plantas transgénicas puede no solo
aumentar la rapidez de la transferencia de genes sino alcanzar objetivos
inalcanzables por otras vias como, en el caso de la transformacion genética, la
utilizacion de fuentes de variabilidad alejadas filogenéticamente de la especie
que se pretende mejorar, en este caso, tomate. Esta rapida integracion de
nuevos alelos o genes a lineas élite de tomate permite el desarrollo de nuevos
cultivares con caracteres deseables y poder llegar al mercado en un tiempo
mas corto en comparacion con los cultivares obtenidos mediante la mejora

convencional (Di Matteo et al., 2011).

1.2.- El cultivo in vitro de plantas

El cultivo de tejidos de plantas engloba un conjunto de técnicas cuya finalidad
es la multiplicacion de plantas (micropropagacion), el saneamiento (cultivo de
meristemos y microinjerto) o la mejora genética (por ejemplo, la transformacion
genética). Como veremos a continuacion, el cultivo in vitro ha tenido y tiene en
los tres campos un gran impacto, permitiendo obtener contribuciones
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significativas al avance de la ciencia y siendo una herramienta indispensable en

la agricultura moderna (Garcia-Gonzales et al., 2010).

El cultivo de tejidos permite la produccion y propagacion de material vegetal
mediante la micropropagacion de plantas. En muchas especies de plantas
ornamentales esta técnica ha sustituido a otros métodos de multiplicacion
vegetativa por su eficacia y la calidad de las plantas obtenidas. Como
aplicaciones relacionadas con la micropropagacion se pueden destacar la
conservacion de germoplasma y, mas especificamente, la conservacion y

multiplicacion de genotipos en peligro de extincién (Sengar et al., 2010).

Las plantas obtenidas mediante el cultivo in vitro tienen, en general, un mejor
estado sanitario que las obtenidas por métodos de propagacion vegetativa
tradicionales (injerto, esqueje,...). Ademas, se han puesto a punto técnicas
como el cultivo de meristemos y el microinjerto que han permitido la obtencion
de material sano a partir de plantas infectadas con diferentes microorganismos,
incluidos los virus. Algunos cultivos, especialmente los arboles frutales, se han
saneado mediante esta técnica y se han podido obtener plantas sanas a partir
de individuos afectados por virosis como la tristeza de los citricos.

Por otra parte, se han desarrollado diferentes metodologias basadas en el
cultivo in vitro que han permitido la mejora genética de mudltiples especies
vegetales. El aumento de la variabilidad genética intraespecifica se puede
conseguir mediante el aprovechamiento de la variacion somaclonal, la variacién
genética inducida por el cultivo de tejidos, para obtener nuevos genotipos
estables (Marino y Battistini, 1990). El rescate de embriones a partir de cruces
interespecificos nos permite la superacion de algunos problemas de
incompatibilidad sexual y, como consecuencia, la posibilidad de explotar
fuentes de variabilidad extraespecificas (Ahmadi et al., 2010). La hibridacion
somatica es una herramienta muy importante para el mejoramiento de
cultivares a través de la produccion de hibridos interespecificos e
intergenéricos. La técnica utiliza la fusidon de protoplastos de dos especies
diferentes seguido por la seleccion de las células somaticas hibridas deseadas

y la regeneracion de las plantas hibridas (Evans y Bravo, 1988). La fusién de
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protoplastos también es una estrategia eficiente para transferir partes del
genoma de una especie a otra y ha tenido un impacto que va en aumento como
estrategia de mejora genética de cultivos (Brown y Thorpe, 1995). Por ejemplo,
se han producido hibridos somaticos al fusionar protoplastos de arroz y carrizo
comun (Phragmites communis) como estrategia de mejora a la tolerancia a la
salinidad (Mostageer y Elshihy, 2003). Mediante el método haplo-diploide
podemos producir lineas puras un periodo de tiempo relativamente corto. La
estrategia consiste en un primer paso en el que se obtienen plantas haploides
mediante el cultivo de microsporas, anteras, 6vulos u ovarios y un segundo
paso en el que se duplican las plantas obtenidas. De esta forma se dispone de
una metodologia alternativa a las autofecundaciones repetidas para conseguir
lineas homocigodticas (Morrison y Evans, 1998). Por ultimo, la transformacion
genética permite la transferencia controlada de uno o pocos genes con
caracteristicas deseables a las plantas huésped. Esta técnica tiene un gran
potencial para el mejoramiento genético de cultivares élite ya que se puede
introducir una nueva caracteristica a un genotipo previamente mejorado. Entre
los mudltiples caracteres modificados por esta via se puede destacar el
incremento del rendimiento, la mejora de la calidad y la resistencia a plagas y
enfermedades (Sinclair et al., 2004).

1.2.1.- Larespuesta morfogenética en cultivo in vitro de plantas

La morfogénesis in vitro es la base de todas las aplicaciones que se derivan del
cultivo in vitro de plantas. En efecto, para emplear alternativas biotecndlogicas
encaminadas a la produccion de plantas, como la micropropagacion, ciertas
técnicas de saneamiento, o diversas metodologias dirigidas a la mejora
genética (obtencion de plantas haploides, variantes somaclonales, hibridos
somaticos, etc.), se necesitan métodos para la regeneracién de plantas a partir
de explantes o protoplastos. Del mismo modo, salvo en alguna especie modelo
como en Arabidopsis thaliana donde se han puesto a punto técnicas eficaces
de transformacién in planta, la obtencion de plantas transgénicas necesita
aplicar métodos que permitan la regeneracion in vitro de plantas de forma

eficaz. En realidad, en este caso se requieren métodos de regeneracion mucho
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mas eficaces porque los tratamientos iniciales (e.g. infeccidn con
Agrobacterium tumefaciens) conducen a un descenso de capacidad

morfogenética del material vegetal con el que se trabaja.

La regeneracion in vitro se puede conseguir a través de dos vias, la
organogénesis (axilar o adventicia) y la embriogénesis somatica, siendo ambas
influidas por la percepcion de las fitohormonas, la division celular y la
desdiferenciacion para adquirir competencia morfogenética, iniciacion de
organos y su posterior desarrollo (Sangwan y Harada, 1975; Dhaliwal et al.,
2003). La organogénesis adventicia es un proceso morfogenético de tipo
unipolar que permite la formacion de yemas adventicias y brotes (caulogénesis)
a partir de explantes sin meristemos preexistentes. Desde hace mas de medio
siglo Skoog y Miller (1957) describieron la importancia que tiene el balance de
auxinas y citoquininas en los procesos de regeneracion. Gautheret (1966)
propuso un modelo celular de regeneracion basado en la totipotencia de todas
las células vegetales y la necesidad de pasar por un proceso de
desdiferenciacion celular para conseguir la regeneracion de nuevos Organos.
Mas recientemente han aparecido algunos trabajos que plantean la necesidad
de revisar este modelo celular de regeneracién. Sugimoto y colaboradores
(2010) afirman que las células que forman los callos en Arabidopsis no parecen
haber pasado por una fase de desdiferenciaciéon, de hecho, comparten
bastantes caracteristicas con las células de los meristemos de las raices
laterales. Por otra parte, Atta y colaboradores (2009) han propuesto que
determinados tipos celulares presentes en los explantes de partida (células del
periciclo del xilema) son los principales responsables de la regeneracion de

brotes en ciertas condiciones.

En cualquier caso, para el desarrollo de metodologias que permitan la
regeneracion de un material concreto se sigue recurriendo a abordajes
empiricos en los que se van modificando distintos factores hasta encontrar una
combinacion que ofrezca el resultado deseado. La eleccion del tipo de explante
es un factor importante para obtener la respuesta morfogenética deseada. Un

caso paradigmatico es el que se refiere a la obtencion de plantas transgénicas
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de un gran numero de especies de cereales, hasta hace no mucho
consideradas como recalcitrantes. El éxito en este caso se baso principalmente
en la eleccion adecuada de un explante de partida, el escutelo, donde se
encuentra un tipo celular competente (Hiei et al., 1997). Gracias a este
descubrimiento se han podido abordar, por ejemplo, varios programas de
mutagénesis en arroz en los que se han producido decenas de miles de plantas
transgénicas (Jeon et al., 2000; Wu et al., 2003). Con todo, el factor mas
ampliamente estudiado es la combinacion de los componentes del medio de
cultivo: macronutrientes, micronutrientes, azucar, vitaminas y, sobre todo, el
tipo y concentracion de los reguladores del crecimiento. Este abordaje, basado
en el ensayo y error, aunque a veces ha sido criticado por su falta de elegancia,
ha resultado tremendamente efectivo para una gran cantidad de materiales. De
hecho, con esta estrategia se han obtenido magnificos resultados en el
desarrollo tanto de metodologias como de aplicaciones relacionadas con el
cultivo in vitro que estan siendo utilizadas actualmente por un gran nimero de

grupos de investigacion y empresas de todo el mundo.
1.2.2.- Laregeneracion in vitro en tomate

Aunque desde el comienzo del cultivo in vitro se vio la gran influencia del
genotipo en la respuesta de un material concreto, hasta el momento se conoce
muy poco sobre las bases genéticas de la capacidad de regeneracion. En el
caso del tomate y de especies silvestres relacionadas, se han publicado
numerosos estudios sobre regeneracion a partir de varios tejidos y 6rganos. El
éxito a la hora de conseguir la regeneracion en estas especies se ha visto que
esta influido por el tipo de explante utilizado, las fitohormonas empleadas, las
condiciones ambientales y, de forma clave, el genotipo (Bhatia et al., 2004). De
hecho, existen multiples estudios en los que se han llevado a cabo diferentes
experimentos para conocer, de forma empirica, qué combinaciéon de estos
factores proporciona las mejores condiciones para conseguir la regeneracion
(Mamidala y Nanna, 2011; Namitha y Negi, 2013; Sherkar y Chavan, 2014;
Wayase y Shitole, 2014).
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En el caso de la puesta a punto de un protocolo de transformacion genética de
tomate, también se han realizado muchos trabajos donde se evalia la
capacidad de regeneracién in vitro via organogénesis adventicia de los
explantes transformados: cotiledones, hipocotilos, hojas, segmentos de tallos,
pedicelos, peciolos e inflorescencias (Khoudi et al., 2009; Yasmeen, 2009; Goel
et al., 2011; Koleva Gudeva y Dedejski, 2012; Rai et al., 2013; Namitha y Negi,
2013; Sherkar y Chavan, 2014; Wayase y Shitole, 2014). Ademas, se ha
comprobado que el tipo de explante no sdlo influye en la frecuencia de
regeneracion sino también en el nimero de plantas regeneradas por explante
(Bahurpe et al., 2013; Jehan y Hassanein, 2013). En otros trabajos se describe
la imposibilidad de transformar determinados genotipos por la falta de
capacidad de regeneracion de los explantes utilizados (Fuentes et al., 2008;
Mamidala y Nanna, 2011).

Por lo tanto, el estudio de los factores que afectan a la capacidad de
regeneracion no solamente nos ayudaria a comprender mejor los mecanismos
bioldgicos que actian en ese proceso. Ademas, este conocimiento nos abriria
nuevas posibilidades para mejorar la eficacia en los experimentos de
transformacién genética y podria hacer que se obtuvieran plantas transgénicas
a partir genotipos concretos calificados hasta el momento como recalcitrantes.

Para conocer los genes que estan relacionados con la regeneracion in vitro se
han realizado distintos trabajos en los que se han analizado los perfiles de
expresion génica (Che et al., 2006) en materiales que estan regenerando. Sin
embargo, habitualmente esto conduce a identificar multiples genes que se
expresan en los primeros estadios de la morfogénesis pero no permite saber
cuales son los que verdaderamente determinan la respuesta. También se han
realizado trabajos encaminados a la deteccion de QTL's que permitan
emprender programas de seleccién asistida por marcadores para aumentar la
tasa de regeneracion en especies como Arabidopsis, girasol, chopo y brécoli
(revisado por Bolibok y Rakoczy-Trojanowska, 2006), arroz (Nishimura et al.,
2005) y tomate (Trujillo-Moya et al., 2011; Arikita et al., 2013). Sin embargo,

esta estrategia presenta los inconvenientes de las interacciones de los QTL’s
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entre si y con el ambiente y la gran dificultad que conlleva la identificacion del
gen o genes responsables del fenotipo observado, ya que para ello hay que
recurrir a estrategias de mapeo posicional. Desde nuestro punto de vista, la
aproximacion mas adecuada para identificar qué genes controlan la respuesta

morfogenética se basa en la deteccion de mutantes afectados en el caracter.
1.2.3.- Otras aplicaciones del cultivo in vitro

El cultivo in vitro se puede emplear también como herramienta para la
deteccion de otros tipos de mutantes a través del estudio y andlisis del fenotipo
de las plantas. En nuestro grupo se ha utilizado esta metodologia, por ejemplo,
para la deteccion de mutantes afectados en su nivel de tolerancia a la salinidad
(Sanchez—-Sauceda, 2016). Si comparamos la realizacion de una evaluacion
fenotipica mediante cultivo in vitro respecto de otros métodos de evaluacién in
vivo, las principales ventajas del cultivo in vitro son: el empleo de condiciones
ambientales controladas, la utilizacion de diferentes tipos de explante, el
analisis de distitntos procesos morfogenéticos (brotacion, enraizamiento,
regeneracion adventicia,...), la minima necesidad de espacio y la rapidez en
obtener los resultados. Habitualmente, tras una evaluacién en condiciones de
cultivo in vitro, es necesaria la corroboracién mediante un fenotipado in vivo,
pero las ventajas comentadas anteriormente suplen con creces este

inconveniente.

El cultivo in vitro también puede ser muy util para evaluar el fenotipo de plantas
en estados tempranos del desarrollo. En este caso, una ventaja adicional a las
mencionadas anteriormente seria la posible deteccion de fenotipos muy
dificiles o imposibles de ver en condiciones de cultivo in vivo. Por ejemplo, una
planta con problemas en el desarrollo del meristemo apical o con problemas de
necrosis podria pasar desapercibida en un experimento de cultivo in vivo entre
las plantas que no germinan correctamente por cuestiones fisiolégicas,
ambientales, etc. Por otra parte, el cultivo in vitro permite ver la parte radicular
de las plantulas y detectar alteraciones en el desarrollo del meristemo radicular
y de las raices secundarias que en un experimento de cultivo en sustrato seria

practicamente imposible de identificar. Por ultimo, la evaluacion mediante el
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cultivo in vitro nos brinda la oportunidad de detectar plantas con alteraciones en
caracteres que de otra forma serian imposibles de identificar como la
capacidad de regeneracion in vitro de plantas. Si esta caracterizacion se hiciera
en una poblacién de lineas previamente mutagenizadas, se podrian detectar
genotipos que presentaran alteraciones en este caracter (por ejemplo, ausencia
de regeneracion en condiciones morfogenéticas) y, a partir de ellas identificar

los genes clave en la expresion de este caracter.

1.3.- Herramientas biotecnoldégicas para la identificaciéon de

genes

Desde nuestro punto de vista, la deteccidbn de mutantes es la aproximacion
metodoldgica mas adecuada para conocer cudles son los genes responsables
de un caracter concreto y poder identificar la funciéon de los mismos. Con este
objetivo, la informacion disponible a partir de los trabajos de secuenciacion de
genomas completos es de gran ayuda para poder llegar a identificar qué gen es

el que ha sido afectado en un mutante concreto.

Un aspecto clave en cualquier abordaje mediante mutagénesis es la obtencion
del mayor numero posible de mutantes. En todo caso, cuando esta estrategia
se aplica en una especie de interés agronémico, como es nuestro caso, no se
pretende etiquetar todos y cada uno de los genes del genoma que afectan al
caracter en estudio, sino de llegar a identificar y clonar alguno de estos genes

para poder profundizar en el conocimiento de su funcién o funciones.
1.3.1.- La mutagénesis insercional

La mutagénesis insercional es una herramienta biotecnolégica en la que se
asocian el analisis genético tradicional y las técnicas modernas de genética
molecular con el objetivo de identificar, clonar y caracterizar funcionalmente el
gen mutado. Esta estrategia se basa en el hecho de que un inserto
transgénico, bien sea un transposén o un T-DNA, puede provocar la disrupcion

o la alteracion de la expresién de un gen enddgeno (Tani et al., 2004; Jung et
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al., 2008; Mathieu et al., 2009; Thole et al., 2009). Esta técnica ha sido utilizada
tanto en monocotiledoneas como en dicotiledéneas y sigue siendo una de las
estrategias mas efectivas para realizar estudios de genética inversa en muchas
especies. Para poder llevarla a cabo es necesario generar una poblacién de
plantas mediante transformacion genética (T-DNA) o mediante la activacion de
transposones que contenga una 0 mas inserciones de secuencia conocida en
un sitio especifico del genoma. Las plantas que porten una insercién en un gen
clave para un caracter pueden mostrar un fenotipo alterado para ese caracter.
La gran ventaja de esta estrategia frente a otras formas de producir mutantes
(e.g.: métodos fisicos o quimicos, variacidon somaclonal,...) es el conocimiento
de la secuencia de la construccion insertada y, por tanto, la mayor facilidad a la
hora de clonar las secuencias gendmicas en las que se ha producido la

insercion.

Esta técnica se puede realizar de dos formas diferentes, mediante el uso de
transposones o transformando con T-DNA. Los transposones son elementos
genéticos que pueden moverse de un sitio a otro a través del genoma. La
utilizacidén de transposones tiene la enorme ventaja de que se pueden generar
otras lineas a partir de las existentes haciendo “saltar” el elemento insertado a
un lugar diferente con respecto a la localizacion que ocupaba el inserto original.
Mediante el uso de los elementos mdviles Ac/Ds (Activator element /
Dissociation element) se han podido aislar genes en petunia, tabaco,
Arabidopsis, tomate y lino (Sundaresan, 1996). En uno de los primero ensayos
se puso de manifiesto la actividad del sistema Ac a través de sucesivas
generaciones en plantas transgénicas de tabaco (Hehl y Baker, 1990). De igual
forma se ha utilizado el sistema heter6logo Ac dotado de una transposasa para
generar mutaciones insercionales en arroz (Enoki et al., 1999). También resulta
interesante la explotacién de los elemento Mu (Mutator) del maiz, ya que se
caracterizan por la excepcional frecuencia de induccion de mutaciones
germinales asi como por la diversa naturaleza de los mutantes aislados. Los
elementos Mu-1 muestran una capacidad de insercion preferencial en regiones
ricas en citosinas no metiladas, que coincide con la presencia de secuencias

Gnicas, de bajo numero de copias y sobre todo codificantes (Bennetzen et al.,
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1993). Por ende, este sistema se ha convertido en uno de los preferidos para la
obtencidén de mutantes insercionales de maiz (Cresse et al., 1995).

En tomate, los experimentos de mutagénesis insercional con transposones se
ha llevado a cabo principalmente con el sistema Ac/Ds, ya que se ha
demostrado que en esta especie esos elementos transponibles se encuentran
perfectamente activos (Yoder 1990; Carroll et al., 1995). El gen Cf-9,
relacionado con la resistencia a diferentes especies de Cladosporium fulvum
fue el primero que se clond en tomate utilizado esta estrategia (Jones et al.,
1994). Otros genes clonados son: DWARF, un gen que codifica para un
homologo de citocromo p450 (Bishop et al., 1996), DCL (DEFECTIVE
CHLOROPLAST AND LEAVES) un gen que controla el desarrollo de los
cloroplasto (Kedie et al., 1996) y FLEEBY, un gen relacionado con el
metabolismo y desarrollo (van der Biezen et al., 1996). Un aspecto negativo al
utilizar ciertos transposones (e.g.: elementos Ac) es la tendencia a
transponerse preferentemente en posiciones del mismo cromosoma. Este
hecho se ha observado en maiz (Dooner y Belachew 1989), tabaco (Jones et
al., 1990) y Arabidopsis (Keller et al., 1993).

1.3.2.- Mutagénesis con T-DNA

Los mutantes insercionales obtenidos con T-DNA se han utilizado
frecuentemente para conocer el mecanismo molecular de diferentes procesos
biologicos en plantas. Para generar mutantes insercionales, el T-DNA se debe
insertar aleatoriamente en el genoma de las plantas mediante transformacion
genética con Agrobacterium tumefaciens o cualquier otro método. La principal
ventaja de la mutagénesis con T-DNA es que éste puede ser utilizado como
una etiqueta cuando causa la disrupcion o activacion de un gen endogeno, lo
cual permite llegar a el gen mutado mediante métodos moleculares como el
TAIL-PCR (Li-Jia y Genji, 2013) o Anchor PCR (Schupp et al., 1999). Por otro
lado, el sistema de mutagénesis insercional con respecto al de transposones,
presenta la ventaja de que las inserciones del T-DNA dentro de una region
concreta son quimica y fisicamente estables a lo largo de las generaciones

(Radhamony et al., 2005).
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Diversos investigadores han estudiado el mecanismo de transferencia e
integracion del T-DNA en plantas y se ha demostrado qué factores de las
plantas juegan un papel importante en la integracion del T-DNA (Zupan et al.,
2000; Gelvin, 2000, 2003). La distribucion del T-DNA a lo largo del genoma es
aleatoria (al menos hasta cierto punto), ya que no existen puntos calientes o
preferenciales de integracion (Franzaman et al., 1995). Diversos autores (Miyao
et al., 2003; Kolesnik et al., 2004) han demostrado que el T-DNA es menos
propenso a integrarse en puntos calientes, a diferencia de los patrones de
integracion de los transposones Tosl7 y Ds en arroz. Sin embargo, se ha
recalcado desde hace tiempo que el T-DNA suele integrarse en regiones del
genoma que son transcripcionalmente activas (André et al., 1986; Koncz et al.,
1989; Herman et al.,, 1990) lo cual seria una ventaja en el contexto de un
programa de mutagénesis insercional. Por otra parte, el andlisis de varias
colecciones de mutantes de insercion con T-DNA en Arabidopsis ha indicado
una tendencia de éste a integrarse en regiones regulatorias 5 de genes y en
regiones ricas en adenina y timina (Brunaud et al., 2002; Szabados et al.,
2002). Ademas, el andlisis de mas de 140.000 lineas T-DNA de Arabidopsis
reveld6 que proporcionalmente habia menos inserciones en regiones
centroméricas que en regiones ricas en genes de la eucromatina, lo cual
sugiere de nuevo que los eventos de insercion del T-DNA tienen preferencia
por las zonas del genoma con altas densidades génicas (Alonso et al., 2003).
De igual forma, el analisis de mutantes de T-DNA en arroz indica una
preferencia del T-DNA a insertarse en regiones ricas en genes, con obvias
predisposiciones de integracion en regiones regulatorias 5’ y 3’ (Che et al.,
2003; Sallaud et al., 2004). Por otra parte, la caracterizacion de sitos de
insercion del T-DNA de una coleccién de 108 plantas de fresa (Fragaria vesca
L.) mediante técnicas de PCR (hiTAIL-PCR) y analisis bioinformatico revelaron
una preferencia del T-DNA a integrarse en sitos que contienen guanina y

citosina (Ruiz-Rojas et al., 2010).

Actualmente existe un numero elevado de lineas T-DNA de arroz y Arabidopsis
y de forma mas reducida también se han descrito colecciones de lineas de T-

DNA en otras especies como Lotus japonicus (Webb et al., 2000), Medicago
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truncatula (Trieu et al., 2000; Scholte et al., 2002), tomate (Mathews et al.,
2003; Gidoni et al., 2003), Salvia miltiorrhiza (Lee et al., 2008), Brachyponium
distachyon (Vain et al., 2008), alamo (Harrison et al., 2007), Brassica rapa (Lee
et al., 2004), Brassica napus (Bade et al., 2003), cebada (Zhao et al., 2006),
fresa (Oosumi et al., 2006) y Solanum pennellii (Atarés et al., 2011).

Aungue cualquier T-DNA sirve para llevar a cabo un programa de mutagénesis
insercional, se pueden emplear construcciones que aporten un valor afiadido a
las plantas transgénicas obtenidas. El primer caso seria el empleo de
construcciones que produjeran una activacién transcripcional (Activation
Tagging) para obtener mutantes de ganancia de funciébn con naturaleza
dominante. Para ello se suele utilizar un T-DNA que contiene multiples
promotores 35S (CaMV) (Hayashi et al., 1992; Susuki et al., 2001). Al ocurrir un
evento de insercion en la vecindad de un gen enddgeno lo suficientemente
cerca para ejercer su influencia, provocaria un aumento en el nivel de

expresion de dicho gen.

Las principales ventajas al utilizar este tipo de construcciones serian la
posibilidad de identificar genes redundantes para una funcion (Kirik et al., 2004)
0 que su anulacién no produzca fenotipo (Zhao et al., 2001; Van der Graaff et
al.,, 2002; Wen et al.,, 2004). En tomate, Mathews y colaboradores (2003)
generaron una coleccién de 10.427 lineas transgénicas independientes con
una construccién de activacion transcripcional que portaba cuatro copias del
promotor 35S e identificaron 1.338 lineas transgénicas (12.83%) con
alteraciones fenotipicas relacionadas con el desarrollo de la planta. Con este
sistema se han clonado varios genes en Arabidopsis (Kakimoto,
1996; Kardailaky et al.,, 1999; Borevitz et al., 2000;Ito y Meyerowitz,
2000; Huang et al.,, 2001; Zhao et al., 2001). Por ejemplo, Weigel y
colaboradores (2000) han caracterizado unos 30 mutantes dominantes en
Arabidopsis, con una frecuencia de uno de cada mil. De igual forma en
Arabidopsis, Marsch-Martinez y colaboradores (2002), desarrollaron un método
de activacion transcripcional que incorpora el sistema de transposén En-l de

maiz y analizaron 2.900 inserciones encontrando 31 mutantes dominantes, una
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frecuencia del 1%. En arroz, Shuyan y colaboradores (2008) generaron,
durante seis afos, una coleccion de 50.000 plantas transgénicas utilizando el
vector pER38 de activacion trasncripcional y detectaron alrededor de 400
mutantes dominantes. También se ha utilizado este sistema en petunia (Zubko
et al., 2002), en Periwinkle de Madagascar (van der Fits et al., 2001) y en
Populus (Busov et al., 2011).

Sin embargo, se ha visto que la tasa de deteccion de mutantes con el sistema
de activadores transcripcionales es muy baja. En Arabidopsis se ha encontrado
una correlacion determinante entre en numero de inserciones de T-DNA, el
estado de metilacion de la secuencia del intensificador 35S y la actividad del
intensificador. Todas las plantas que portaban mas de una insercién de T-DNA
mostraban metilacion del intensificador 35S y un dramatico descenso en la
actividad del mismo. Estos resultados indican que en una gran proporcion de
las lineas obtenidas mediante activacion transcripcional el intensificador 35S es
silenciado debido a la metilacién que es inducida por la integracién de multiples
insertos T-DNA (Chalfun-Junior et al., 2003). Alternativamente, como lo habitual
es poner varios promotores 35S en tandén en los vectores de activacion
transcripcional, existe la posibilidad de que la sobreexpresion de un gen
conlleve a un mecanismo de silenciamiento postranscripcional, es decir, en
lugar de un mutante de ganancia de funcion, lo que se obtiene es uno de
pérdida de funcion. Otros inconvenientes al utilizar esta aproximacion son la
alta frecuencia de plantas que muestran efectos pleiotropicos y la dificultad a la
hora de clonar el gen afectado ya que la influencia de las sefales reguladores
se puede producir aunque el inserto esté a mucha distancia del gen endégeno,

es decir, no siempre este gen queda etiquetado por el inserto.
1.3.3.- Etiquetado de genes mediante “trapping”

La técnica consiste en introducir en el genoma construcciones que portan,
ademas de un gen marcador, habitualmente un gen de resistencia a un
antibiotico, un gen delator con un promotor minimo, sin promotor o0 unido a un
sitio aceptor de splicing. El gen delator mas utilizado es el gen bacteriano uidA

que codifica la proteina GUS. Esto es debido a que la observacion
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microscoépica de la tincién de la proteina GUS es tremendamente mas sensible
que la de otros genes delatores (e.g.: GFP o Luc) ya que permite su deteccion
en unas pocas células (Topping et al., 1994; Sundaresan et al.,; 1995, Campisi
et al., 1999; He et al., 2001).

El interés de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, ya que
por un lado generan mutaciones de insercion de T-DNA y por otro lado,
permiten estudiar el patrén de expresion del gen etiquetado. De esta forma, no
s6lo se pueden hacer inferencias en torno a la funcion del gen etiquetado en un
determinado mutante de insercion a través del fenotipado en TG1 o TG2, sino
que también se puede obtener un panorama bastante preciso en torno al
patron de expresion espacio-temporal de dicho gen, ya que por el peculiar
disefio de las trampas la expresion del gen delator puede imitar la expresion del
gen enddgeno etiquetado. Por tanto, el empleo de trampas génicas tiene
grandes ventajas sobre la mutagénesis insercional en sensu estricto porque
gracias al estudio del patron de expresion del gen delator se pueden identificar
genes con funcion redundante, genes que se expresan en multiples estados de
desarrollo y producen efectos pleiotropicos, genes cuya disrupcion provoca
letalidad temprana y genes cuya disrupcién ocasiona un fenotipo tan sutil que a
veces no llega a detectarse en el fenotipado de las plantas (Springer, 2000).
Por ultimo, el empleo de la mutagénesis insercional con trampas de
intensificadores (enhancer trapping) y promotores (promoter trapping) esta
dando resultados positivos en diversas especies como Arabidopsis
(Sundaresan et al., 1995; Campisi et al., 1999), arroz (Jeon et al., 2000; Wu et
al., 2003), chopo (Groover et al., 2004) y especies silvestres relacionadas con
tomate como Solanum pennellii (Atarés et al., 2011).

Existen tres tipos de trampas génicas denominadas como trampas de
intensificadores, promotores y genes (Springer, 2000). La trampa de
intensificadores consiste de un T-DNA que, a parte de un gen marcador (e.g.
resistencia a la Kanamicina), contiene un promotor minimo (caja TATA + inicio
de transcripcién) al que se encuentra fusionada la regién estructural del gen

uidA justo al lado del borde derecho. ElI promotor minimo es incapaz de
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promover un nivel de transcripcion detectable, pero su insercion en el area de
accion de un determinado intensificador, y en la direccion correcta, activa la
expresion del delator, imitando el patrén de expresion que dicho intensificador
confiere al gen enddégeno. Por lo tanto, permite identificar y analizar el patron
de expresidn de un gen analizando la expresion del delator (Figura 3a). La
trampa de promotores es idéntica a la anterior, pero eliminando el promotor
minimo. Para que funcione, el T-DNA debe insertarse dentro de uno de los
exones de un gen (Figura 3b). La trampa de genes tiene un sitio aceptor de
splicing justo antes de la region estructural del delator, de forma que soélo

funciona cuando T-DNA se integra dentro de un intrén (Figura 3c).

Delator
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Figura 3. Esquema de las construcciones utilizadas como trampas
génicas. Las flechas indican los sitios de insercién en un hipotético gen
enddgeno que daria lugar a la activacion del gen delator. a) trampa de
intensificadores. b) trampa de genes. c) trampa de promotores. TATA:
promotor minimo (caja TATA). SAS: sitio aceptor de “splicing”. E-1, E-2, E-
3: Exones. I-1, I-2: Intrones.
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Cada tipo de trampa tiene sus ventajas e inconvenientes. En el caso de la
trampa de intensificadores, como basta que se inserte en el area de accion de
un intensificador para que funcione, el nimero de eventos donde se observa la
expresion del gen delator es mayor. El inconveniente estriba en que, como el
intensificador puede activar la expresion del gen delator aunque entre ellos
haya una distancia considerable, a la hora de clonar el gen, el esfuerzo puede
ser mayor. Por otro lado, el inconveniente principal de las trampas de
promotores y de genes, es que para que funcionen deben integrarse dentro de
un exén o de un intrén, respectivamente, y, por tanto, el nimero de genes que
van a detectarse es menor. Por el contrario, en este caso el gen queda

estrictamente etiqguetado por el T-DNA.

1.4.- Ildentificacion de genes implicados en caracteres del
desarrollo temprano de la planta de tomate y en la

organogénesis adventicia

Ademas de la deteccion de mutantes relacionados con la respuesta
morfogenética, gracias a la metodologia empleada en esta tesis, se han podido
identificar diferentes mutantes afectados en caracteres del desarrollo temprano
de la planta de tomate entre los que hemos destacado: el desarrollo de la parte

aérea, el desarrollo de la raiz y la necrosis y muerte celular programada.
1.4.1.- Desarrollo de la parte aérea

En las plantas, la mayoria del desarrollo ocurre de manera post-embrionaria a
partir de la actividad del meristemo radicular y apical. Los meristemos apicales
se forman durante la embriogénesis y tienen la capacidad de renovarse
continuamente. A partir de ellos se forman céluas hijas que se diferencian en
diferentes tejidos dando lugar a la formacién de hojas, tallo y flores (Steeves y
Sussex, 1989). En angiospermas, el meristemo apical o SAM (Shoot apical
meristem) consiste en un pequefio grupo de células organizado en capas

(Satina et al., 1940; Poething, 1987). En la mayoria de plantas dicotiledéneas,
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la tunica consiste en una capa epidérmica suprayacente conocida como L1y
una capa subepidérmica conocida como L2, con una sola célula de grosor cada
una (Tilney-Bassett, 1986). El corpus, o capa L3, se encuentra debajo de la
tunica y consiste en células que se dividen en todos los planos. Los derivados
de la capa L1 dan lugar a la epidermis de los apices, hojas y flores, mientras
que la capa L2 provee el mesodermo y las células gaméticas. Por dltimo, la
capa L3 provee los tejidos vasculares. Estas tres capas participan en la
formacion de drganos y el crecimiento del tallo (Poething y Sussex, 1985).
También se pueden definir diferentes dominios del meristemo basédonse en el
nivel de divisién y crecimiento celular. En la zona central (ZC) las células se
dividen y crecen poco. En contraste, en la zona periférica (ZP) que rodea la ZC
las células se dividen y crecen con mayor intensidad. La zona periférica
corresponde al dominio organogénico del apice meristematico. En cuanto el
primordio de un érgano empieza a emerger, como resultado de la proliferacion
y crecimiento celular de un pequefio grupo de células fundadoras, otro grupo
de células en los bordes del érgano en formacion dentienen su crecimiento.
Estas células forman una frontera entre el 6rgano y el apice meristematico
proporcionando una separacion fisica entre las dos estructuras (Traas y
Doonan, 2001). En el centro de organizacién (CO) la células se dividen en
orientacion aleatoria, proveyendo de células madre promovedoras de sefiales y
del mantenimiento de la pluripotencia de las células madre suprayacentes
localizadas en la ZC (Mayer et al., 1998; Rieu y Laux, 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemédtica de una seccion longitudinal de
meristemo apical mostrando los diferentes dominios funcionales (Gaillochet
y Lohmann, 2015).

Estudios genéticos y moleculares realizados en Arabidopsis han contribuido al
entendimiento del complejo proceso de formacioén de apices meristematicos en
plantas. El establecimiento del apice meristematico en Arabidopsis requiere la
actividad del gen STM (SHOOT MERISTEMLESS). En mutantes de pérdida de
funcién stm, se observa que las raices, hipocétilos y cotiledones de las
plantulas se desarrollan normalmente pero no se forma el apice meristematico
embrionario (Barton y Poething, 1993). Se ha demostrado que la funcion
redundante de CUCl1 y CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDONS1 y 2) es
necesaria para la expresiéon de STM. Los doble mutantes cucl y cuc2 carecen
de &pice meristematico y presentan fusién de los cotiledones. La ausencia de
expresion de STM en los dobles mutantes puede justificar el fenotipo sin apice
de las plantas (Aida et al.,, 1997, 1999). La expresion de los factores de
transcripsion de CUC junto con STM en la periferia de los meristemos (ZP)
determina el destino de las células inmediatamente después de que el
primordio del érgano en formacion empieza a abultarse y permite la separacion
con el meristemo (Furutani et al., 2004; Heisler et al., 2010). En esta funcion se
ha visto que también esta involucrado el factor de transcripsion AS1
(ASYMMETRIC LEAVES1) el cual mantiene reprimidos los factores de

identidad de los meristemos (Byrfne et al., 2000). Los niveles de expresion de
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LFY (LEAFY) son determinantes para que el 6rgano adquiera una identidad de
hoja o de flor. Niveles bajos de expresion de LFY dan lugar a una hoja,
mientras que niveles altos de expresion conducen a la formacion de una flor
(revisado por Moyroud et al., 2010). Por otra parte, WUS (WUSCHEL) juega un
papel central en el mantenimiento de las células madre del &pice
meristematico. En los mutantes wus hay un desarrollo defectuoso de los apices
meristematicos. Se generan apices adventicios pero éstos terminan
prematuramente su desarrollo en estructuras aberrantes planas (Laux et al.,
1996). Las proteinas de WUS, después de ser sintetizadas en la zona de
organizacién, migran a la zona central donde activan CLV3 (CLAVATA 3) al
unirse con sus elementos promotores. WUS, no sélo especifica el destino de
las células madre en las células suprayacentes localizadas en la zona central,
también activa su propio regulador negativo, CLV3. De tal modo, el sistema de
retroalimentacion WUS-CLV3 forma un mecanismo de correcciébn para
mantener un numero constante de células madre y el tamafio de apice
meristematico (Yadav et al., 2011). Esta comunicacién require la secrecién de
CLV3 al espacio intercelular, donde actia con CLV1 (CLAVATAL) y en la que
intervienen también el complejo proteico receptor CLV2 (CLAVATA2) y el
RPK2 (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2) (Clark et al., 1997; Rojo et al.,
2002; Bleckmann et al., 2009; Kinoshita et al., 2010; Muller et al., 2008; Ogawa
et al., 2008).

Dentro de las fitohormonas, las auxinas han sido las mejor caracterizadas en
cuanto al desarrollo del 4pice (Davies, 1995). Las auxinas regulan un amplio
rango de procesos del desarrollo. Se han reportado sistemas de percepcion
gue median la accion de las auxinas en el desarrollo del apice meristematico.
Un grupo de receptores localizados en el nucleo celular codificado por los
genes TRI1 (TRANSPORTER INHIBITOR RESPONSE 1) y AFB (AUXIN F-
BOX) son los encargados de percibir la precensia de auxinas. Cuando perciben
las auxinas, estos receptores activan la familia de factores de transcripcion
ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR) los cuales se encargan de regular los
genes diana (Guilfoyle y Hagen, 2007; Salehim et al., 2015). En la capa L1 del

apice meristematico, la acumulaciéon de auxinas induce la formacion de
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primordios de drganos. Las auxinas acumuladas en la capa L1, posteriormente
son transportadas a los tejidos de las capas L2 y L3 y su patron de distribucion
es determinante para la filotaxis de la planta y para el patréon de venacion
(Benkova et al., 2003; Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2005; Hay et al.,
2006; Scarpella et al., 2006; Barkoulas et al., 2008; Bayer et al., 2009).

La auxina natural mas importante, el &cido indol-3-acético (AlA), se sintetiza
con un patrén espacio-temporal especifico y su transporte se facilita gracias a
la proteina transportadora PIN1 (PIN-FORMED 1). Alteraciones en la expresion
de PIN1 perjudican la acumulacién local de auxinas y afecta a procesos como
la iniciacion de 6rganos (Okada et al., 1991; Reinhardt et al., 2000), la filotaxis
(Guenot et al., 2012), el patron vascular (Scarpella et al., 2006) y la
morfogénesis del margen de las hojas (Hay et al., 2006).

Las citoquininas también actuan como una fitohormona que juega un papel
muy importante en la actividad del apice meristematico y la formacién de
organos. De hecho, los dos factores de transcripcion principales en la
regulacion del meristemo apical, SHOOT MERISTEMLESS (STM) y WUSCHEL
(WUS), controlan la sefializacién y homeostasis de las citoquininas, enfatizando
la importancia de esta hormona en los procesos de regulacién (Yanai et al.,
2005; Gordon et al., 2009). Las citoquininas intervienen en la filotaxis (Giulini et
al.,, 2004), la iniciacion de o6rganos laterales (Yoshida et al., 2011), la
morfogénesis de los margenes de las hojas (Greenboim-Wainberg et al., 2005;
Shani et al., 2010; Efroni et al., 2013) y el patron de venacioén de las hojas
(Werner et al., 2003).

1.4.2.- Desarrollo de la raiz

El desarrollo del sistema radicular afecta de forma significativa a muchos
caracteres agrondmicos muy importantes y es especialmente importante en
como la planta afronta determinadas condiciones ambientales como periodos
de sequia o déficit de nutrientes (Malamy, 2005). Habitualmente, el sistema
radicular se origina de la raiz primaria que se desarrolla a partir del embrién

zigotico. Esta raiz primaria produce raices secundarias que al ramificarse
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generan las raices terciarias y asi sucesivamente. Las raices secundarias,
terciarias, cuaternarias y todas las raices que se siguen formando son referidas
como el sistema radicular lateral (Malamy y Benfey, 1997). Las raices laterales
se desarrollan de forma post embrionaria a través de las células del periciclo de
la raiz primaria (Zhen-Xing, 2012), lo cual posibilita a la planta modelar el
sistema radicular de acuerdo con sus necesidades fisioldégicas impuestas por el
medio ambiente (Lynch y Brown, 2012). Adicionalmente a las raices laterales,
las plantas pueden desarrollar raices adventicias, las cuales emergen de
tejidos que no son de la raiz primaria, tales como el hipocatilo, tallo u hojas
(Geiss et al., 2009). Algunas especies vegetales desarrollan raices adventicias
espontaneamente durante el proceso de reproduccion vegetativa. En otras
especies las raices adventicias son 6rganos especializados con propiedades
especificas, por ejemplo el abastecimiento de aire, como es el caso de las
raices aéreas en orquideas epifitas. Ademas, las raices de corona, un tipo de
raices adventicias especificas de plantas monocotiledéneas (e.g., arroz, maiz)
constituyen las raices de anclaje de sus sistemas radiculares (Hochholdinger et
al., 2004; Osmont et al., 2007; Bellini et al., 2014). Para desarrollar un sistema
radicular bien adaptado es clave percibir las condiciones ambientales (Rymeny
Sugimoto, 2012). Dada la importancia que tienen las raices para asegurar la
produccion de las especies de interés agronomico, especialmente bajo
condiciones de suelos con poca fertilidad o en situaciones de disponibilidad de
agua no o6ptimas, la mejora del sistema radicular es clave para conseguir un
buen comportamiento de los cultivos en situaciones adversas (Kell, 2011; Jung
y McCouch, 2013). En este contexto, resulta muy interesante profundizar en el
conocimiento de los genes que determinan la formacion de las raices y su

desarrollo posterior.

A nivel celular, cuando la semilla germina, la raiz principal emerge y crece
mediante la division celular que se produce en el meristemo apical y una
posterior elongacion celular (Beemster y Baskin, 1998). EI meristemo apical del
extremo de la raiz es de gran importancia para mantener el crecimiento de
ésta. Este meristemo actia como un centro organizador de crecimiento y

consiste de células quiescentes (QCs), las cuales permanecen indiferenciadas
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y rodeadas por células iniciales. Estas células iniciales se diferencian a tipos
celulares especificos mediantes una division asimétrica (Sabatini et al., 2003;
Garay-Arroyo, 2012). La division coordinada de las células iniciales conduce a
un patron radial con capas celulares concéntricas, cada una con funciones
especificas (Scheres et al., 2002). Debido a esa organizacion radial y a la
generacion de nuevas células mediante la division de la punta de la raiz,
seguido de la elongacion celular y diferenciacion, se generan mapas
transcripcionales espacio-temporal para cada tipo celular (Birnbaum et al.,
2003). Algunos reguladores moleculares claves del meristemo de la raiz
primaria, tales como PLT1 (PLETHORAl), SCR (SCARECROW) y SHR
(SHORT ROOT) también estan involucrados en el mantenimiento del nicho de
celulas madre de las raices laterales y, muy probablemente, también en los
meristemos de las raices adventicias (Lucas et al., 2010; Della Revera et al.,
2013; Tian et al., 2014). De hecho, se ha comprobado que mutaciones en
algunos de estos genes provocan alteraciones en el desarrollo de raices

embrionarias, primarias y laterales (Wysocka-Diller et al., 2000).

Se ha comprobado que en el desarrollo de los meristemos es muy importante
la presencia de determinadas hormonas vegetales. En los extremos de las
raices se acumulan auxinas enddgenas que estan involucradas en los
procesos de division celular, expansion celular y la respuesta gravitropical en la
raiz (Petersson et al., 2009; Overvoorde et al.,, 2010). Los niveles altos de
auxinas estimulan la division celular, mientras que los niveles bajos estimulan
la elongacion (Perrot-Rechenmann, 2010). Ademés de la concentracion de esta
hormona, el tipo de auxina también es importante para determinar el desarrollo
celular. Por ejemplo, el acido naftalenacético enddgeno estimula la elongacién
celular, mientras que el acido 2,4-diclorofenoxiacético, induce la division de las
células (Campanoni y Nick, 2005). El crecimiento de la raiz primaria también se
ve afectada por la presencia de otras hormonas vegetales. Las citoquininas,
por ejemplo, determinan la division celular en el meristemo de la raiz primaria,
posiblemente via una redistribucion de auxinas (Dello loio et al., 2007;
Chapman y Estelle, 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009; Della Rovere et al., 2013;

Zhang et al., 2013). Por otra parte, se ha comprobado que el acido abcisico
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(ABA) inhibe el progreso de ciclo celular (Wang et al.,, 1998) y que las
giberelinas controlan la transicion de divisién celular a elongacién (Achard et
al., 2009; Ubeda Tomas et al., 2009). En este contexto se puede afirmar que la
participacion de diferentes fitohormonas, dependientes o independientes de
sefalizaciones por auxinas, convergen en el control de la divisién y elongacion
celular en el meristemo y en otras zonas de la raiz primaria afectando al

crecimiento de ésta (Ubeda-Tomas et al., 2012).

Las raices laterales emergen de la raiz principal de forma post-embrionaria y
esto permite a la planta abarcar un mayor volumen del suelo en el que se
encuentra (Nibau et al., 2008). Estas raices se desarrollan a partir de tres
hileras de células del periciclo presentes en el xilema de la parte apical de las
raices, mediante un proceso denominado cebado celular (Casimio et al., 2003).
En este grupo de células el ciclo celular se reactiva y el primordio de la raiz
lateral (LRP Lateral Root Primordium) se inicia (De Smet, 2012). Las células
experimentan dos divisiones asimétricas lo cual conduce a una Unica capa de
primordio de la raiz lateral. Posteriormente, se producen subsiguientes
divisiones periclinales lo cual da como resultado un primordio en forma de
domo o cupula, el cual emerge de la raiz principal (Benkovéa y Bielach, 2010;
Dastidar et al., 2012; Smith y De Smet, 2012). La emergencia de la raiz lateral
estd controlada por el balance de auxinas. El transporte de esta hormona
afecta tanto el patrén de formacién de novo del primordio de la raiz lateral
como el de la capa de células que cubre el primordio para facilitar su
emergencia (Swarup et al., 2008). Por ejemplo, cuando el represor de auxinas
SHY2, que se expresa en las células de la endodermis que recubren
directamente el primordio de la raiz lateral, no se expresa (mutante de pérdida
de funcion shy2-24) se provoca el aumento a la respuesta a auxinas en las
células de la endodermis lo que conduce a una emergencia acelerada de las
raices laterales en comparacion con la WT. Contrariamente, las plantas con
sobreexpresion del alelo shy2-2 que reduce la respuesta a auxinas en las
células de la endodermis muestran una retraso en la emergencia de la raices
laterales (Vermeer et al., 2014). Después de la especificacion de la células que

van a formar las raices laterales, la expresion del portador de flujo de auxinas
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PIN3 se induce en un pequefio grupo de células adyacentes al primordio de la
raiz lateral. El mutante pin3 muestra restraso en la iniciacion de las raices
laterales (Marhavy et al., 2013). En su camino a la superficie, la primera capa
gue cruzan las raices laterales es la endodermis. Las células de la endodermis
se encuentran rodeadas por una estructura hidrofébica rica en lignina llamada
banda de Caspary que configura una barrera de difusion entre el espacio
extracelular de la corteza de la raiz, conectada al suelo y el tejido vascular,
conectado a todos los 6rganos de la planta. Debido a su naturaleza quimica, un
polimero de fenol inelastico, la banda de Caspary es resistente a la
degredacion quimica y es rigida (Nasser et al., 2012; Lee et al., 2013). Vermeer
y colaboradores (2014) observaron que las células de la endodermis sufrian un
cambio dramatico de forma a medida que los primordios de las raices laterales
crecian. Las células se hacian progresivamente mas delgadas, perdian
volumen, hasta el punto que algunas membranas plasmaticas se fusionaban.
En plantas que expresan shy2-2 en la endodermis, la activacion de las células
que dan lugar a las raices laterales es bloqueda y no se forman raices
laterales. Este bloqueo es revertido mediante tratamiento con auxinas. Por lo
tanto, el ajuste de la endodermis al crecimiento del primordio de la raiz lateral
involucra, una percepcién autonoma de auxinas dependiente de SHY2 en la
endodermis (Vermeer et al.,, 2014). El péptido de sefalizacion IDA
(INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION) y sus receptores, HAESA y
HSL2, que son unas quinasas ricas en leucina, forman un modelo de
sefalizacion involucrado en la regulacién de las enzimas remodelizadoras de la
pared celular durante la separacion de las células y absicion en flores (Cai y
Lashbrook, 2008). Todos estos elementos de este modelo también se expresan
en la endodermis, corteza y las células de la epidermis que recubren al
primordio lateral de la raiz que se estd formando. Ademas, en plantas con
mutaciones en IDA, HAE o HSL2, el primordio tiene retrasos en cruzar la
endodermis ya que ésta no se vuelve mas delgada (Kumpf et al., 2013). La
expresion de IDA, HAE y HSL2 es inducida por auxinas y a su vez estos tres
son requeridos para la expresion apropiada en las células de la endodermis

encima del primordio lateral de la raiz. Estos resultados sugieren un modelo en
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el cual la acumulacion de auxinas en la endodermis encima del primordio
induce la expresion de IDA, el cual envia sefales a traves de los receptores de
HAE y HSL2, los cuales provocan una mayor expresion de la enzima de
remodelizacion de la pared celular XTR6 (XTH23/XYLOGLUCAN
ENDOTRANSGLYCOSYLASEG6) y la expansina EXP17 que controlan el
reblandecimiento de la endodermis (Swarup et al., 2008; Laskowski et al.,
2006).

Una vez la raiz lateral atraviesa la endodermis, debe cruzar las capas de la
corteza y la epidermis para emerger a la superficie de la raiz primaria. Al
observar la raiz lateral emergiendo a traves de la epidermis y la corteza
mediante un microscopio electronico de barrido, no se observan cambios
significativos en las células, pero éstas son apartadas por la raiz lateral en
emergencia. La separacion de estas células requiere la degradacién de la
laminilla media rica en pectina que une a las células (Kumpf et al., 2013;
Laskowski et al., 2006). Las pectinas son degradadas por las
poligaracturonasas (PG), en concreto, se activa la expresiéon de PGAZAT (PG
ABSCISSION ZONE ARABIDOPSIS THALIANA) en las células corticales y
epidermales que rodean al primordio en emergencia (Gonzalez-Carranza,
2007; Kumpf et al., 2013). Los transportadores de auxinas LAX3 y PIN3
contribuyen en dirigir el flujo de auxinas a las células de la corteza y la
epidermis que se encuentran encima del primordio de la raiz lateral y la
induccion local de enzimas remodelizadoras dependientes de auxinas de la
pared celular. Ademas, la expresion coordinada de LAX3 y PIN3 sdélo permite
ablandar un pequefio grupo de células encima del primordio lo cual previene el
reblandecimiento general de las células en la zona de emergencia de la raiz
lateral para que no se facilite el ataque de patégenos (Swarup et al., 2008;
Péret et al., 2013).

En contraste con las auxinas, las citoquininas inhiben el desarrollo de las raices
laterales mediante la alteracién del adecuado patron de formacién de novo del
primordio de la raiz lateral e, indirectamente, afectando el transporte polar de

las auxinas (Laplaze et al., 2007; Osmont et al., 2007; Bielach et al., 2012). Por
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otra parte, ABA actla como una antagonista de las auxinas durante la
iniciacion de las raices laterales (Signora et al., 2001; De Smet et al., 2003;
Fukaki y Tasaka, 2009; Bielah et al., 2012). Ademas de un efecto directo en la
inhibicion del desarrollo de la raiz lateral, ABA juega un papel de mediador en
el balance entre citoquininas y auxinas, de tal modo que también inhibe la
formacion de las raices laterales de forma indirecta (Vandenbussche y Van Der
Streaten, 2007; Negi et al., 2008, 2010; Lewis et al., 2011; Muday et al., 2012).
Otras hormonas como las giberelinas, brasinosteroides y estrigolactonas
actian potencialmente durante la formacién de la raiz lateral via interferencia
del transporte y sensibilidad de auxinas (Boa et al., 2004; Koltai et al., 2010;
Kapulnik et al., 2011).

Por otra parte, la formaciébn de las raices adventicias puede compartir
similitudes con el desarrollo de las raices laterales ya que ésta se origina de
una capa de células reminiscentes a las células del periciclo encontradas en la
raiz primaria (Falasca y Altamura 2003; Falasca et al., 2004; Fattorini et al.,
2009). Este tipo de raices se desarrollan de tejidos que no son radiculares,
mayoritariamente partes aéreas de la planta, tales como hipocotilos, hojas y
tallos. El primordio de las raices adventicias en desarrollo emerge a partir de un
callo indiferenciado o a partir de células reprogramadas. De ahi que el origen
celular de las raices adventicias no es completamente conocido aunque parece
que, en la mayor parte de los casos, son células asociadas a tejidos vasculares
o del cambium las que dan origen a una raiz adventicia (Haissig, 1974; Davis y
Haissig, 1994; Naija et al., 2008; Bellini et al., 2014). Por otra parte, la
formacion de raices adventicias es un proceso muy complejo que esté influido
por multiples factores entre los que destacan la presencia de distintas
fitohormonas, luz, heridas y estrés. Entre todos estos factores podemos
destacar, de nuevo, el papel de las auxinas que son muy importantes en la
formacion de este tipo de raices (De Klerk et al., 1999; Po et al., 2011) y el de
las citoquininas que actian como antagonistas de las auxinas (Kuroha y Satoh,
2007; Della Rovera et al., 2013).
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1.4.3.- Necrosis y muerte celular programada

La muerte celular programada es un proceso activo y genéticamente controlado
que conlleva la eliminacién selectiva de células dafiadas o innecesarias en
eucariotas. Este mecanismo es esencial para el desarrollo y crecimiento de
organismos multicelulares asi como para ofrecer una respuesta apropiada a
agentes externos (Lam, 2004; Gechev et al.,, 2006). La coordinacién entre la
muerte celular, la proliferacién, el crecimiento y la diferenciacion es de
fundamental importancia para el mantenimiento de tejidos y la homeostasis de
organos (Van Breusegem y Dat, 2006). La muerte celular puede ocurrir de dos
formas diferentes, mediante un proceso de necrosis 0 como muerte celular
programada. La necrosis es consecuencia de un trauma persistente y no es
considerado como un proceso coordinado genéticamente (Pasqualini et al.,
2003). En contraste, la muerte celular programada es controlada
genéticamente y se caracteriza por inducir contraccion de las células,
condensacion citoplasmatica, condensacion de la cromatina y fragmentacion
del ADN. La muerte celular programada en plantas esta asociada a diferentes
procesos del desarrollo en los que algunas células mueren para completar su
funcién, por ejemplo, la degradacion de la capa de aleurona durante la
germinaciéon de las semillas en monocotiledoneas, la diferenciacion de
elementos traqueales en tejidos del xilema, la degradacion del tapétum en
anteras, la abscision floral o la senescencia de hojas (Thomas y Franklin-Tong,
2004; Gechev et al., 2006). La muerte celular programada también es
importante para algunos mecanismos, como la respuesta hipersensible (RH),
que confieren inmunidad a las plantas que sufren el ataque de ciertos
patdgenos. La RH causa la formacién de lesiones necréticas al activar la ruta
de muerte celular programada con el objetivo de restringir el crecimiento del
patdogeno (Greenberg et al.,, 1994; Lorrain et al., 2003). Los mutantes Imm
(lesion mimic mutants) tienen alterados estos mecanismos de respuesta a
estrés abidtico y fenotipicamente parecen haber disparado la respuesta
hipersensible inducida por patégenos aunque no estén siendo atacados por
ningin microorganismo. Se han aislado mutantes de muerte celular

espontanea en maiz (Hoisington et al., 1982), arroz (Takahashi et al., 1999;
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Wang et al., 2005), cebada (Wolter et al., 1993), tomate (Barker et al., 2006) y
Arabidopsis (Greenberg y Ausuble, 1993; Dietrich et al., 1994; Greenberg et al.,
1994; Lorrain et al., 2004; Bouchez et al., 2007). Los mutantes Imm muestran
diferentes fenotipos con respecto al tiempo y condiciones en la cuales
aparecen las lesiones. Los mutantes de iniciacion forman puntos necroticos de
tamafio determinado, mientras que los mutantes de propagacion no son
capaces de controlar la tasa o el grado de las lesiones (Lorrain et al., 2003;
Moeder y Yoshioka, 2008; Mosher et al., 2010).

En el mutante sns-D (Spontaneous Necrotic Spots) de Arabidopsis se observa
necrosis de las hojas en condiciones asépticas y es letal cuando la mutacion
esta en homocigosis. Este mutante fue identificado en una coleccién de plantas
transgénicas obtenidas con una construccién de activacion transcripcional
(Gaussand et al., 2011). El mutante nsll de Arabidopsis (Necrotic Spotted
Lesions 1) proviene de una coleccidon obtenida utilizando elementos
transponibles y exhibe un retraso en el crecimiento con el desarrollo de
lesiones necroticas moteadas en las hojas. Estos fenotipos ocurren en
ausencia de ataques por patdgenos lo cual indica que el mutante puede estar
expresando una respuesta de defensa de manera constitutiva. El modo de
accion de NSL1 se asocia a una respuesta de defensa frente al ataque de
patdgenos y a una regulacion negativa de muerte celular programada (Fedoroff
y Smith, 1993; Noutoshi et al., 2006). EI mutante de tomate M205, también
proveniente de una coleccion obtenida utilizando elementos transponibles,
presenta una mutacion que activa constitutivamente rutas de sefalizacion
relacionadas con la defensa frente a patdgenos. Las plantas mutantes
presentan un fenotipo de enanismo, marchitez y una clorosis progresiva en las

hojas que conduce a necrosis (Baker et al., 2006).
1.4.4.- Respuesta morfogenética

En los ultimos afos, la obtencién de mutantes de Arabidopsis alterados en las
diferentes etapas organogénicas han permitido la deteccibn de genes
relacionados con la regeneracion adventicia en esta especie modelo (Zhang y

Lemaux, 2004; Che et al., 2006; Tamaki et al., 2009; Duclercq et al., 2011,
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Perianez-Rodriguez et al., 2014; Motte et al., 2014; Pulianmackal et al., 2014).
Estos estudios sugieren que las fitohormonas y multiples rutas de sefializacion
convergen para regular la generacion de apices adventicios en las etapas
tempranas de la organogénesis. Ademas, recientes estudios moleculares y
celulares revelan que en los primeros eventos moleculares de la organogénesis
adventicia la expresion de genes inducidos por fitohormonas cambia y los
genes de respuesta a auxinas y citoquininas juegan un papel muy importante
en las primeras etapas. Por ejemplo, la expresion de genes de auxinas (IAA)
aumenta en un medio de cultivo para la induccién de callo desorganizado (CIM
Callus-inducing medium), de igual forma, la expresion de genes de respuesta a
citoquininas aumenta en un medio suplementado con esta fitohormona para
promover la induccién de apices (Che et al., 2007, Ren et al., 2009; Yadav et
al., 2010). De hecho, las rutas de sefializacion dependientes de auxinas y
citoquininas conducen a la regulacién de genes requeridos para la adquisicion
de competencia y/o induccion de apices meristeméaticos (Che et al., 2002; Che
et al., 2006; Che et al., 2007; Gordon et al., 2007). Por ejemplo, se ha visto que
el gen AHK4 que codifica para un receptor de citoquininas esta implicado en la
division celular y la regulacion del crecimiento de brotes y raices (Nishimura et
al., 2004). Colectivamente, todos estos estudios sugieren que una cantidad
considerable de genes que codifican componentes de sefalizacion y/o de
transcripcion son altamente inducidos durante la regeneracion de apices,
demostrando que puede haber un cambio de actividad sustancial de

sefalizaciones y genes reguladores en esta primera etapa.

Se han aislado los genes ESR1 y ESR2 (ENHANCER OF SHOOT
REGENERATION), miembros de la familia AP2/ERF, también conocidos como
DORNROSCHEN (DRN), los cuales confieren la formacion de brotes
adventicios independiente de citoquininas (Banno et al., 2001; Ikeda et al.,
2006; Matsou et al., 2011). DRN fue identificado como diana de
MONOPTEROS, un gen de respuesta a auxinas (Chandler et al., 2007). ESR1
regula la induccion de apices después de la adquisicibn de competencia
organogénica (Banno et al., 2001), mientras que ESR2 juega un papel muy

importante en la formacion de apices a través de la regulacion de CUP-
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SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1l) (lkeda et al., 2006). Se demostro
recientemente que el dominio AP2/ERF de ESRL1 interactia con el dominio
MEKHLA de proteinas HD-ZIP 11l (Cole et al., 2010) que estan involucrados en
la proliferacion y diferenciacion celular (Marsch-Martinez et al., 2006;

Passarinho et al., 2008; llegems et al., 2010; Iwase et al., 2011).

El mutante hoc de Arabidopsis tiene una sobreproduccion de citoquininas y
muestra una alta capacidad de regenerar brotes adventicios e incluso plantas a
partir de explantes de raiz cultivados en un medio sin fitohormonas (Duclercq et
al., 2011; Catterou et al., 2002). La mutacién responsable del fenotipo hoc esta
causada por la sustitucion de una adenina por una timina en el dominio
MEKHLA de ATHB15, un factor de transcripcion de HD-ZIP Ill (Duclercq et al.,
2011). Los genes ESR1 y HD-ZIP Il afectan la distribucion de auxinas (llegems
et al., 2010). Ademas, se ha visto que la sobreexpresion de cuatro genes de
Arabidopsis LBD (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN), que codifican
factores de transcripcionque actian aguas abajo de AUXIN RESPONSE
FACTOR (ARFs), activa la formacion de callo desorganizado cuando se
cultivan explantes en un medio de inducciéon de callo (CIM Callus-inducing
medium), también se observd que la supresion de los genes LDB (LDB16,
LDB17, LDB18, LDB29) inhiben la formacion de callo desorganizado en este
medio de cultivo (Fan et al., 2012).
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Objetivos
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En nuestro laboratorio se estda abordando un programa de mutagénesis
insercional en colaboracion con los grupos del Dr. Lozano (Universidad de
Almeria) y la Dra. Bolarin (CEBAS-Murcia) con la finalidad de identificar genes
que controlan caracteres del desarrollo de interés agrondmico, al igual que la
identificacion de genes determinantes de la tolerancia a la salinidad en tomate
y especies silvestres. Actualmente disponemos de una amplia coleccién de
lineas T-DNA tanto en cultivares de tomate (alrededor de 4000 lineas) como en
distintas accesiones de especies silvestres relacionadas como Solanum
pennellii, S. galapagense y S. pimpinellifolium (unas 3000 lineas). El escrutinio
de esta coleccion ha permitido la detecciébn de diversos mutantes con
alteraciones en el desarrollo vegetativo, desarrollo reproductivo y tolerancia a
estreses abioticos.

El cultivo in vitro tienen unas caracteristicas adecuadas para Su uso como
método de escrutinio para la deteccion de mutantes insercionales presentes en
una coleccion de lineas T-DNA. En concreto, la evaluacion se puede hacer en
un corto periodo de tiempo y con poco espacio. El cultivo se lleva a cabo en
condiciones ambientales uniformes lo cual facilita la deteccion de fenotipos con
cambios sutiles. Ademas, permite la visualizacion continua de partes de la
planta como la raiz. Por dltimo, se pueden analizar caracteres imposibles de
evaluar de otra forma como la capacidad de regeneracion y, en particular, el

desarrollo de brotes adventicios in vitro.
Con estos antecedentes se establecen los siguientes objetivos:

1. Escrutinio de una coleccién de 762 lineas T-DNA de tomate generada
con una trampa de intensificadores para la deteccion de mutantes del
desarrollo temprano y/o con alteraciones en la respuesta morfogenética.

2. Caracterizacién fenotipica de los mutantes de tomate identificados
mediante el cultivo de diferentes explantes in vitro, asi como de plantas
in vivo, la cuantificacion del contenido hormonal enddégeno y el andlisis
de cortes histoldgicos.

3. Caracterizacidon genética de los mutantes de tomate identificados

mediante el analisis del modo de herencia del fenotipo mutante, el
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namero de insertos T-DNA y la cosegregacion del inserto T-DNA vy el
fenotipo mutante.
Identificacion y clonacion de algunos de los genes alterados en los

mutantes seleccionados.
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Materiales y métodos
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3.1.- Material vegetal

Se han empleado lineas T-DNA generadas en nuestro grupo tras la
transformacion del cultivar Money Maker de tomate (Solanum lycopersicum)
con una trampa de intensificadores (Atarés et al., 2011), cedida amablemente

por el Dr. Thomas Jack de la Universidad de Dartmouth (Figura 5).

EarHI (311)

BiamH| (236]
whal (2800
Fstl (265

Hindlll (256)

Sacl (1) -60 CaM¥ minimal promoter

ori ColE1
N=il (24020

Rt. Border

GUS ORF

Eqglll (13952

"Genhmgci n resistance

pD9 9 1 EcoRl (3562)

(16247 lap)

EcoR| (4542)

Hhal (5181)

#hal £10407)

Sac| (9645
Eqlll (26230

#hal (6203)

EcoRl (3137)
EcoR| [2285)
Xhol (7205 Eqlll (7340)

Figura 5. Representacion esquematica del plasmido pD991 que incluye la
trampa de intensificadores.

Las lineas se nombran con niamero consecutivos seguidas del acronimo ET
MM por Enhancer Trapping Money Maker. Para la realizaciéon de este trabajo
se utilizan semillas TG2 (obtenidas por la autofecundacion de plantas
transgénicas TG1 diploides). Se parte de 762 lineas T-DNA seleccionadas por
tener suficiente cantidad de semilla y, en la mayor parte de los casos, que

previamente no hubieran presentado ningun fenotipo mutante.
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3.2.- Escrutinio de la coleccién de lineas T-DNA para la

identificacion de mutantes en fases tempranas del desarrollo

Se analiza el fenotipo de las plantas TG2 para identificar lineas que presenten
alguna mutacion en distintos caracteres del desarrollo temprano. Para ello se
esterilizan las semillas, germinan y se cultivan los explantes de cotiledon y de
apice meristematico en diferentes medios. Estos explantes se mantienen por
un periodo de 25-30 dias en una camara de cultivo con fotoperiodo (16 horas
luz — 8 horas de oscuridad), con una intensidad luminosa de 70 pE-m?.sty
una temperatura constante de 25 * 2°C. A continuacion se describen los pasos

necesarios para llevar a cabo este escrutinio.

3.2.1- Esterilizacion de semillas

El cultivo in vitro en condiciones axénicas requiere de una esterilizacion
superficial del material vegetal antes de su implantacién. El método aplicado
para la esterilizacion de las semillas consiste en sumergirlas en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% m/v (lejia comercial diluida a 50%). Para mejorar el
contacto con la solucion esterilizante se afiaden unas gotas de un agente
tensoactivo, 7X-0-matic (Flow Laboratories, Inc, Virginia, EEUU). Después de
sumergir las semillas durante 30 minutos en esta solucion, se realizan tres
lavados consecutivos de 5, 10 y 15 minutos en agua destilada estéril para

eliminar los restos del agente esterilizante.

3.2.2.- Pre-germinacién y obtencion de plantas axénicas

Las semillas esterilizadas se siembran en placas Petri a las que previamente se
han introducido dos hojas de papel de filtro y 7 ml de agua estéril. Las placas
se cultivan en una camara de cultivo a 25°C y oscuridad hasta que las semillas
germinan (la radicula emerge). Estas semillas se transfieren a medio de
germinacion (ver apartado 3.2.4) y se mantienen en la camara de cultivo con
fotoperiodo hasta que se consigue una plantula con los cotiledones

expandidos.
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3.2.3.- Cultivo de explantes de cotiledén y apices meristematicos

A los 7-10 dias de cultivo en medio de germinacion MG (ver apartado 3.2.4) las
plantulas ya han alcanzado el tamafio adecuado y se procede al cultivo de los
explantes de cotiledon y éapice meristematico. Se toma una plantula y se
separan ambos cotiledones eliminando el extremo distal y con cuidado de no
dafiar los explantes. Los apices meristematicos se obtienen cortando el
hipocotilo a 1,5 cm del meristemo. Los explantes de cotiledon se cultivan con el
envés en contacto con el medio en placas Petri con medio organogénico IKZ
(ver apartado 3.2.4). Por otra parte, los 4pices meristematicos se cultivan en
botes de vidrio (105 mm de altura x 95 mm de didmetro) que contienen 50 mL
de medio basico MB3 (ver apartado 3.2.4). La base de cada recipiente se
divide en seis secciones numeradas para que se sepa de qué plantula
proceden los explantes de cotileddn y 4pice meristematico. Los recipientes se
pasan a condiciones de cultivo en fotoperiodo por un periodo de 25-30 dias.

3.2.4.- Medios de cultivo

Solucién mineral MS (Murashige y Skoog, 1962)

Macronutrientes | (mg-L™)

NH;NO; | 1650
KNO; [ 1900
CaCl,-2H,0 | 440
MgSO,-7H,0 | 370
KH,PO,| 170

Micronutrientes | (mg-L™)

KI]0,83

HsBO3 | 6,20

MnS0O,4-4H,0 | 22,3

ZnS0,-7H,0O | 8,60

Na2M004'2H20 0,25
CuS0,4-5H,0 0,025
CoCl,-6H,0 | 0,025

FeNa-EDTA (mg-L™
FeS0,-7H,0 | 27,8
Na,-EDTA|37,3
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Solucién vitaminas SH

Componentes

(mg-L™?)

Rivoflavina

Acido nicotinico
Tiamina clorhidica
Piridoxina clorhidrica
Acido félico

Biotina
D-Pantotenato céalcico
Colina clorhidrica
Glicina

L-Cisteina

Acido malico

Acido ascorbico

0.25
2.5
10

1
0.5
0.05
0.5
0.1
0.5
1

10
0.5

Solucién preparada a 1000X y guardada a -20 °C

Medio de germinacién MG

Componentes

(g-L™)

Solucién mineral
Sacarosa
Agar

10

MS

Medio organogénico IKZ 4.04.01.0

Componentes

(g:L™)

Solucion mineral
Sacarosa
Myo-inositol
Vitaminas

Acido indolacetico
Kinetina

Zeaina

Agar

MS
30
0.1
SH
0.004
0.004
0.001

Medio basico MB3

Componentes

(g-L?

Solucién mineral
Sacarosa
Myo-inositol
Tiamina clorhidrica
Agar

MS
30
0.1
1

8

El pH de los medios se ajusta a 5.7 con KOH y HCI antes de afiadir el agar.

Los medios se esterilizan en autoclave, a

115°C durante 30 minutos.
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3.3.- Aclimatacién y cultivo en invermadero

Cuando es necesario el cultivo de alguna planta en el invernadero se utilizan
explantes de yema axilar y apice meristematico cultivados en medio basico. A
los 15-20 dias del cultivo en este medio las plantas se encuentran en el estado
adecuado para realizar la aclimatacion. Tras extraer la planta del bote de vidrio,
se eliminan los restos de agar de la raiz, procurando no dafarla. A
continuacion, se trasplanta a una maceta que contiene fibra de coco estéril y se
cubre con un vaso de plastico para evitar la deshidratacion. A los 7-10 dias, la
planta se puede trasplantar con el cepellén a una maceta que contenga fibra de
coco. El vaso de plastico transparente se mantiene durante los primeros 10-15
dias de cultivo. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dandose

por concluida la etapa de aclimatacion.

Las plantas se cultivan en invernaderos con sistema de refrigeracion por aire
acondicionado e iluminacion artificial. Se utiliza fibra de coco como sustrato y
macetas de 25 cm de diametro y 30 cm de altura con fertirrigacion mediante
sistemas de goteo. Las plantas se cultivaron entutoradas a una guia,

eliminandose periédicamente las yemas laterales.

3.4.- Técnicas de microscopia

En algunos mutantes se realizan diversos estudios histolégicos. Se visualizan
en un Microscopio optico (Nikon Eclipse E600) con camara digital refrigerada
DS-Ri. La preparacion de las muestras se realiza mediante las siguientes

metodologias.

3.4.1.- Fijacion de las muestras e inclusion en parafina
Pequefas secciones de tejido vegetal se introducen en el fijador FAE y se

somete a vacio durante 5 minutos.
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Fijador FAE

Componente Concentracién
Etanol absoluto50%
Formaldehido 37%|10%
Acido acético glacial5%

Posteriormente se cambia el fijador utilizado por fijador fresco y se mantienen
las muestras de 4 a 16 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se elimina el
fijador y se van haciendo cambios cada media hora a soluciones de etanol con
concentraciones crecientes (50%, 70%, 85%, 95% y 100%). Después se pasan
las muestras por concentraciones crecientes de Histoclear en etanol absoluto
(33%, 50%, 67% y 100%). Tras esto, se pasan las muestras por
concentraciones crecientes de Parafina en Histoclear (33%, 50%, 67% y 100%)
manteniendo una temperatura de 58°C. Una vez las muestras quedan incluidas
en Parafina ya se pueden montar los bloques donde el tejido se puede cortar
con un micrétomo para obtener las secciones de 8 um de grosor y montarlas

sobre los portaobjetos con Polysina.

3.4.2.- Eliminacion de la parafina y tincion con azul de toulidina
Para eliminar la parafina y tefiir los tejidos de los cortes se sumergen los

portaobjetos en:

1. Histoclear 10°
2. EtOH 100% 10’
3. EtOH 90% 5
4. EtOH 70% 5
5. H,O 10’

Después de realizar estos pasos se sumergen los portaobjetos en una solucion
de azul de toulidina 0,02% durante 2 minutos, se lavan con agua para eliminar

los restos de colorante, se dejan secar y se montan con un cubre.

3.5.- Cuantificacion de hormonas vegetales enddgenas

En alguno de los mutantes se realiza la cuantificacion de diferentes hormonas

endogenas. Para ello, se toman muestras de entre 100 y 200 mg de tejido
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fresco de las plantas que se desea analizar (3 réplicas biol6gicas por cada
genotipo). Estas muestras se tienen que moler utilizando nitrogeno liquido
antes de realizar la cuantificacion que se lleva a cabo en el Servicio de
Cuantificaciéon de Hormonas del IBMCP. El protocolo utilizado en este analisis
incluye la extraccion y purificacion de las muestras con 2-3 columnas de
extraccion en fase sélida (SPE; de fase reversa e intercambio i6nico), el uso de
estandares internos deuterados (excepto para el caso de JA, que se utilizara
dihidrojasmonico), y el analisis mediante UPLC-espectrometria de masas
(UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap). Las hormonas cuantificadas son:

1. Giberelinas (GAs). Incluye dos GAs de las rutas de biosintesis de GAl y
GA4.

2. Otras hormonas &cidas: incluye el &cido jasménico (JA), el acido
salicilico (SA) y dos auxinas como el &cido indol-3-acético (IAA) y el
acido abscisico (ABA),

3. Citoquininas (CKs). Incluye: dihidrozeatina (DHZ), isopenteniladenina

(iP) y trans-zeatina (tZ).

Se representa la diferencia relativa de cada hormona analizada del mutante
respecto del cv. Money Maker ((M-WT)/WT) y si existe diferencia significativa
mediante el test t entre la media de la concentracién del WT y del mutante para

cada hormona analizada.

3.6.- Injertos

En algunas ocasiones puede ser interesante realizar injertos entre lineas
mutantes y plantas WT. De esta forma se puede evaluar la influencia que tiene
la parte aérea o la parte radicular sobre el fenotipo mutante observado. El
injerto también puede ser util si se comprueba que un mutante tiene afectado el
desarrollo radicular y esto no le permite crecer hasta dar frutos. En cualquier
caso, primero hay que cultivar las semillas en el invernadero. A los diez dias de
cultivo, cuando ya han comenzado a aparecer las primeras hojas verdaderas,
se eliminan los cotiledones y las hojas ya emergidas dejando solamente el
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apice meristemético. Luego se realiza un corte oblicuo a la altura del hipocétilo
y la parte aérea, que gqueda escindida, se coloca con ayuda de una pinza
encima de la planta patrén, a la que también se le ha seccionado la parte
aérea. Los injertos se representan como una fraccion con el genotipo de la

parte aérea en la parte superior y el genotipo de la raiz en la parte inferior.

3.7.- Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Mediante el analisis del fenotipo de las plantas transformadas (TG1) y las
segregaciones observados en sus descendencias (plantas TG2 obtenidas
mediante autofecundacion de las TG1 o plantas procedentes de retrocruces)
podemos saber qué tipo de mutacién se ha producido. El material vegetal
empleado en este trabajo son plantas TG2, por tanto, si el modo de herencia de
la mutacién es dominante, la planta TG1 muestra un fenotipo mutante y en la
descendencia TG2 obtenida por autofecundacion se espera que ¥ de los
individuos sean mutantes (homocigotos y hemicigotos) y ¥4 WT (acigotos). Si el
modo de herencia de la mutacion es recesivo, la TG1 muestra el fenotipo WT y
en la descendencia se espera que ¥ tengan fenotipo WT (acigotos y
hemicigotos) y ¥4 mutantes (homocigotos). Con este analisis ademas del modo
de herencia, se puede comprobar la influencia de la mutacién en la viabilidad
de las plantas mutantes o en la viabilidad gamética si se completa el andlisis
con el estudio de los retrocruces correspondientes.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las
segregaciones posibles se realiza mediante el Test y? aceptando la hipétesis
de partida cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de
realizar varios experimentos donde se analiza la segregacion fenotipica, se
lleva a cabo el Test Xz de homogeneidad para asegurarnos de que se pueden
unir todos esos datos y tratarlos como si estuvieran obtenidos en un Unico

experimento.
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3.8.- Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Para saber si en una planta hay algun inserto T-DNA se puede analizar si esa
planta es resistente a la kanamicina (detectaremos todas aquellas plantas que
portan al menos un inserto T-DNA con el gen nptll funcional) o analizarla
molecularmente para ver si porta un inserto T-DNA (aunque éste no confiera
resistencia a la kanamicina), un fragmento del T-DNA o un fragmento del

cuerpo del vector (ver apartado 3.9.2).

En esta Tesis se utiliza el analisis de la resistencia a la kanamicina como
método para estimar el numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional.
Para saber si una planta es resistente o sensible a la kanamicina se puede
cultivar yemas axilares en medio de enraizamiento, semillas en medio de
germinacion o explantes de cotiledén u hoja en medio organogénico, todos
ellos con kanamicina (100 mg-L™). Asi, por ejemplo, en el caso de que haya un
anico inserto de T-DNA con el gen nptll funcional, la segregacion observada en
TG2 se ajustard a 3 Kan® : 1 Kan®; mientras que si hay dos insertos de T-DNA
con el gen nptll funcional, la TG2 se ajustara a una segregacioén de 15 Kan® : 1

Kan®.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las
segregaciones posibles se realiza mediante el Test y? aceptando que el modelo
es adecuado cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de
realizar varios experimentos donde se analiza la segregacion de resistencia a
la kanamicina se lleva a cabo el Test y? de homogeneidad para asegurarnos de
gque se pueden unir todos esos datos y tratarlos como si estuvieran obtenidos

en un unico experimento.

3.9.- Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo

mutante

La determinacion de si existe cosegregacion del inserto T-DNA (sea completo o

parcial) y el fenotipo mutante es un aspecto clave en el estudio de estas lineas.
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Cuando se comprueba que existe cosegregacion el siguiente paso es la
clonacion del gen que causa el fenotipo mutante mediante técnicas como el
Anchor-PCR. Esto es posible gracias a que en esos casos el gen alterado ha
quedado etiquetado por el inserto T-DNA. Sin embargo, cuando no existe
cosegregacion hay que recurrir a otras técnicas de clonacion mas costosas en

tiempo y esfuerzo.
3.9.1.- Andlisis de cosegregacion mediante técnicas de cultivo in vitro

Mediante estas técnicas se puede establecer la cosegregacion entre la
presencia de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante.
Para ello hay que comparar en plantas de poblaciones segregantes (TG2 y
TG3 habitualmente) las segregaciones respecto de su fenotipo y de su
resistencia a la kanamicina. En estos experimentos se modeliza la segregacion
esperada para los casos de cosegregacion y de ausencia de cosegregacion.
Por ejemplo, en un mutante recesivo, si se encuentra una plantas mutante (M)
sensible a la kanamicina (Kan®) se puede establecer que no existe
cosegregacion de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo

mutante.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las
segregaciones posibles se realiza mediante el Test y? aceptando que el modelo
es adecuado cuando la probabilidad de fallo es menor del 5%. En el caso de
realizar varios experimentos donde se analiza la segregacion fenotipica y de
resistencia a la kanamicina se lleva a cabo el Test y? de homogeneidad para
asegurarnos de que se pueden unir todos esos datos y tratarlos como si

estuvieran obtenidos en un Unico experimento.

3.9.2.- Analsis de cosegregacion mediante PCR de un fragmento del T-
DNA o del cuerpo del vector y el fenotipo mutante

Cuando se evalla la resistencia a la kanamicina mediante cultivo in vitro (ver
apartado 3.8) solo podemos saber si se ha integrado algun inserto T-DNA con
el gen nptll funcional. En el caso de los mutantes que presentan alguna planta

de fenotipo mutante sensible a la kanamicina (el fenotipo mutante no esta
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causado por la insercion de un T-DNA con el gen nptll funcional), se puede
comprobar si la mutacion esta causada por la insercion de un fragmento parcial
del T-DNA o del cuerpo del vector (el mutante seria sensible a la kanamicina
pero el gen afectado podria estar etiquetado por un fragmento de ADN de
secuencia conocida). Una posible alternativa para evaluar la presencia de estas
secuencias es realizar varias reacciones de PCR disefiando diferentes parejas
de cebadores para amplificar fragmentos del T-DNA o diferentes regiones del

cuerpo del vector del plasmido pD991 (Figura 6).

Las condiciones de la PCR utilizadas son: desnaturalizacion inicial de 5 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C y 1 min a 72°C,
terminando con una extension final de 5 min a 72°C. Las reacciones de PCR se
analizan por electroforesis en gel de azarosa, tefiidas con BrEt al 1% y se

visualizan con luz U.V.
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Figura 6. Representacion esquematica de los cebadores empleados para
rastrear la presencia de fragmentos de T-DNA (arriba) y/o del cuerpo del
vector (abajo) en plantas mutantes.
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3.10.- Identificacion del gen etiquetado mediante Anchor-PCR

Para saber la secuencia del genoma en la que se ha insertado el T-DNA se
utiliza la estrategia Anchor-PCR (Schupp et al., 1999), con la que se puede
determinar las secuencias flanqueantes a ambos extremos del T-DNA (Gidoni
et al., 2003). En esta estrategia se realizan digestiones del DNA con
endonucleasas de restriccion. A los fragmentos generados se ligan
adaptadores sintéticos, de tal manera que podemos realizar una serie de PCRs
"anidadas" o "solapantes” usando parejas de cebadores uno del T-DNA (Right
Border) y otro del adaptador sintético con saltos de tamafio conocidos, lo que
facilita la identificacién de los fragmentos especificos en un gel de agarosa
(Figura 7).

Semi-diana de
restriccion

‘ ADN genomico -60 CaMV

PCR Primaria Ad-1p —
PCR Secundaria Ad-2)p
PCR Terciaria Ad-3p

Figura 7. Representacién esquemaética de las PCRs solapantes utilizadas
para la clonacién del gen etiguetado mediante Anchor-PCR.

En primer lugar se digiere 500 ng del ADN gendmico de cada planta a analizar
durante 4h a 37°C con una serie de enzimas de restriccion, a saber, ECORV,
Dral, Scal, Stul, Alul, Hincll, Pvull y Smal, en una reaccién de 40 pL de
volumen final. Se seleccionan estas enzimas porque generan fragmentos de
extremos romos, los cuales se ligan al adaptador. El adaptador es una doble
cadena parcial de ADN, descrita su preparacion en Schupp y colaboradores
(1999). El adaptador (5 pmol) se liga durante 3h a 37°C al ADN gendmico
previamente digerido con una unidad de T4 DNA ligasa (Promega). La
digestidn-ligacion del ADN se utiliza como molde en la amplificacion inicial. En
esta PCR primaria se usa 1 pL de digestién-ligacion, 1 unidad de REDTaq®
DNA polimerasa (SIGMA-Aldrich) y 0,33 pyM de los cebadores RB-1 (5-

ACAGTTTTCGCGATCCAGAC-3) y Ad-1 (5-CTAATACGACTCACTATAGGC-
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3) que anillan en el Right Border y en el Adaptador respectivamente. El
programa utilizado en el termociclador (Eppendorf Mastercycler ep gradient S)
comienza con una desnaturalizacién de 4 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de
30 s a94°C, 30 s a 55°C y 2 min a 72°C y por ultimo, una extension final de 1
min a 72°C. El producto de PCR se diluye 50 veces y se re-amplifica en la PCR
secundaria. Para esta segunda PCR se usan dos cebadores internos, a saber,
RB-2 (5-GGTCTTGCGAAGGATAGTGG) y Ad-2 (5-
CTATAGGGCTCGAGCGGC-3'). Las condiciones de PCR son las mismas que
en la primaria, solo cambia la temperatura de anillamiento a 58°C. Se mejoro el
método Anchor-PCR descrito por Schupp y colaboradores (1999) afiadiendo
una PCR terciaria, con el objeto de incrementar la especificidad de los
fragmentos amplificados. Para esta tercera PCR se diluye 100 veces el
producto de amplificacién de la PCR secundaria, el cual se utiliza como molde
y se amplifica con los cebadores RB-3 (5-CTGGCGTAATAGCGAAGAGG-3") y
Ad-3 (5-AGCGGCGGGGAGGT-3)). Las condiciones de PCR utilizadas son:
desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 15 s a 94°C,
15 s a 60°C y 2 min a 72°C, terminando con una extension final de 1 min a
72°C.

Se analiza un décimo del volumen de la reaccion por electroforesis en gel de
azarosa y tefiido con BrEt al 1%. El producto de las reacciones de PCR de
interés se purifica mediante cromatografia de afinidad utilizando el kit
GenEluteTM PCR Kit (Sigma-Aldrich) y se reamplifica con el cebador Ad-3 y
RB-3 en reacciones independientes de secuenciacion utilizando los reactivos
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Las
secuencias obtenidas se analizan y comparan con las secuencias depositadas
en la base de datos SGN (Solanacea Genomics Networks -
http://www.sgn.cornell.edu/tools/blast/), para conocer tanto la identidad de la
region secuenciada, como la posicion del T-DNA en el genoma de la planta.
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3.10.1.- Analsis de cosegregacion mediante PCR del gen identificado por

Anchor-PCR y el fenotipo mutante

Tras el clonaje por Anchor-PCR se conocen las secuencias flanqueantes al
inserto T-DNA en el mutante en estudio. Por tanto, es posible comprobar en las
progenies segregantes si el inserto (alelo mutante) se encuentra en
homocigosis, heterocigosis, o acigosis en cada una de las plantas que
constituye la poblacién segregante en estudio. El diagnéstico genotipico se
realiza mediante PCR, en concreto, mediante dos reacciones de amplificacion.
En una PCR se utilizan los cebadores especificos del alelo silvestre y en la otra
PCR se usa uno de los cebadores del gen y otro cebador del T-DNA. Ambas
PCR se usan para cada planta de la familia segregante, de modo que, las
plantas que amplifiguen solo el alelo silvestre seran catalogadas como
acigoticas, en las que amplifiguen sélo el alelo mutante seran homocigoéticas
para el T-DNA y aquellas plantas donde amplifiquen ambas PCRs seran
hemicigéticas. De esta manera se puede correlacionar la homocigosis,
hemicigosis y acigosis para el alelo mutante con el fenotipo mutante y asi
confirmar si la mutacién responsable del fenotipo detectado esta etiquetada por

el inserto o no.

3.11.- Evaluacién de la expresion del gen delator

En los genotipos en los que se establece que existe cosegregacion del inserto
T-DNA y el gen mutado se lleva a cabo el analisis histoquimico X-GLUC para
detectar la expresion del gen delator uidA. Tras recoger las muestras, se les
afiade solucion X-GLUC en cantidad suficiente para que las cubra. Estas
muestras se dejan durante 24 horas incubando en oscuridad, a 37°C para que

tenga lugar la reaccion histoquimica.
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Soluciéon X-GLUC

Componente Concentracién
X-GLUC (pisolver en DMSO 1%)[1.0 mM

Tampon Na,HPO4100 mM
Tampon NaH,PO4100 mM
EDTA10 mM
K-Ferrycyanide (Felll)0.5 mM
K-Ferrycyanide (Fell)0.5 mM
Triton X-100(0.1%
Agua destiladaHasta volumen final

Tras la incubacion, se elimina la solucion X-GLUC vy se realizan varios lavados
con etanol 70% para eliminar la clorofila de los tejidos y poder detectar mejor la
tincion azul que produce la expresion del gen uidA. Las fotografias de estas

muestras se toman con la ayuda de una lupa (MZFLIII; Leica).
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Resultados
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4.1.- Escrutinio de la coleccion de lineas T-DNA para la

identificacion de mutantes en fases tempranas del desarrollo

En nuestro grupo disponemos de una amplia coleccién de lineas T-DNA tanto
en cultivares de tomate (alrededor de 4000 lineas) como en distintas
accesiones de especies silvestres relacionadas (Solanum pennelli, S.
galapagense y S. pimpinellifolium). A partir de las plantas transgénicas
obtenidas (TG1), tras su aclimatacion y cultivo en el invernadero, se obtienen
mediante autofecundacion las semillas TG2. Este material esta siendo
empleado para el estudio de diferentes caracteres de interés agronémico como
caracteristicas del fruto y tolerancia a diversos estreses abidticos en
colaboracion con los grupos del CEBAS dirigido por la doctora Bolarin y de la
Universidad de Almeria dirigido por el doctor Lozano.

En esta Tesis se han analizado 762 lineas TG2 obtenidas a partir de la
transformacion de una variedad de tomate de crecimiento indeterminado,
Money Maker, con una trampa de intensificadores. En este material se ha
llevado a cabo la identificacion de mutantes afectados en procesos de
morfogénesis y desarrollo temprano de las plantas. A la hora de llevar a cabo el
escrutinio preliminar, se decidié evaluar 24 plantas TG2 de cada linea T-DNA
para asegurarnos de que, incluso si la mutacion es recesiva, vamos a estar en
disposicion de identificarla. Esto ha representado el manejo de mas de 54.000
explantes, entre cotiledones y apices meristematicos, en esta parte inicial del
trabajo.

Con esta estrategia se han identificado mutantes alterados en diferentes
caracteres del desarrollo temprano asi como mutantes alterados en la
respuesta morfogenética in vitro. Para una mejor organizacion de este trabajo
se han agrupado los mutantes por caracteres en funcion del fenotipo mas
aparente y que mas destaca. Sin embargo, esta adscripcion no indica que solo
esté alterado en ese caracter ya que se han observado efectos pleiotrépicos en

varios casos.
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4.1.1.- Identificaciobn y caracterizacion de mutantes con
alteraciones en la parte aérea

El meristemo apical de una planta es donde se inicia la formacion de los
organos aéreos, incluyendo hojas, tallo, meristemos axilares y flores. Un buen
balance en el mantenimiento del crecimiento del meristemo apical y la
formacion de érganos es esencial para el desarrollo apropiado de las plantas.
En el presente trabajo de Tesis se han identificado seis mutantes que se han
clasificado en la categoria de “alteraciones en el desarrollo de la parte aérea”.
Los cambios fenotipicos en estos mutantes afectan al mantenimiento del
crecimiento del meristemo apical (1440 ET MM, 1405 ET MM), a la longitud de
los entrenudos (2733 ET MM), y a la morfologia o arquitectura de las hojas
(1381 ET MM, 2635 ET MM). Ademas, se ha detectado una linea mutante
(2489 ET MM) que presenta alteraciones pleiotrépicas en el crecimiento

vegetativo, morfologia foliar y desarrollo de las flores.

Dentro de los mutantes que se han identificado en cultivo in vitro, en cuatro de
ellos (1440 ET MM, 2733 ET MM, 1381 ET MM, 2489 ET MM) se comprobd
que el fenotipo se reproduce en condiciones de invernadero. Al mismo tiempo
gue se hizo la caracterizacion del fenotipo, se estudié el modo de herencia, el
namero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional y se analiz6 si existe
cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante. Se determiné
que tres de las seis lineas presentan una mutacion insercional, es decir, la
causante de la mutacion es un inserto T-DNA. De hecho, en una de ellas ya se
ha clonado el gen que causa la mutacion y actualmente se esta trabajando
para clonar los genes de las otras dos lineas. A continuacién se va a mostrar
cuales son los resultados obtenidos tras el estudio de estos mutantes con

alteraciones en el desarrollo de la parte aérea.
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4.1.1.1.- Mutante 1440 ET MM

Esta linea se detecto al cultivar 4pices meristematicos de plantulas en medio
basico. En ese momento se observaron algunas plantas axénicas con
alteraciones en el crecimiento del meristemo apical (SAM). A los 10 dias de
cultivo en medio basico, las plantas mutantes desarrollaron dos o tres hojas
verdaderas pero el meristemo detenia su crecimiento. Al observar las plantas
mutantes de manera mas detallada mediante una lupa, se vio la formacién de
un pequefio callo en la zona donde se detiene el crecimiento del meristemo
apical. También se observo, en algunos casos, la emergencia de lo que parece

una pequefia hoja (Figura 8).

Figura 8. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4apices
meristematicos de la linea 1440 ET MM tras 10 dias de cultivo en
medio bésico. La flecha muestra la formacion de un pequefio callo. La
barra representa 1 cm.

A los 30 dias de cultivo en medio basico, se observdé que algunas de las
plantas mutantes revertian su fenotipo y seguian creciendo. En ese caso se vio
la elongacién del apice y el desarrollo de mas hojas. Sin embargo, la altura de
las plantas mutantes que reanudaron su crecimiento era menor en

comparacion con las plantas WT (Figura 9).
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Figura 9. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4&pices
meristematicos de la linea 1440 ET MM tras 30 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Se sembraron mas progenies TG2 en el invernadero para ver si la alteraciéon
gue se observaba en condiciones de cultivo in vitro se reproducia en estas
condiciones. Después de 15 dias se comprobd que la alteracion vista en cultivo
in vitro se observaba también en plantulas procedentes de semillas cultivadas

en invernadero (Figura 10).

Figura 10. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas TG2 de la linea
1440 ET MM 15 dias después de su siembra en el invernadero. La barra
representa 1 cm.
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Se observé cémo las plantas mutantes que estaban en el invernadero no
podian continuar creciendo normalmente como ocurria con algunos mutantes
cultivados in vitro. Las plantas mutantes tenian un menor tamafio y la
morfologia de las hojas estaba alterada. Las hojas tenian menos foliolos que

las plantas WT y los bordes de éstos no eran aserrados (Figura 11).
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Figura 11. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas TG2 de la linea
1440 ET MM 35 dias después de su siembra en el invernadero. La barra
representa 5 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Para conocer el tipo de mutacion que se habia producido, se analizaron 168
individuos de la linea 1440 ET MM en condiciones de cultivo in vitro en tres

experimentos. La mutacion se observd en cada uno de ellos. El analisis de
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homogeneidad indicé que las muestras eran homogéneas y el andlisis de los
datos acumulados (y? datos acumulados) indicé que no habia motivos para

durar de un modelo de herencia monogénica recesiva (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis del modo de herencia del mutante 1440 ET MM.

Segregacion WT M Total x’
Experimento 1 Esop)t;;cri\;a?;l) 11?3 4?7 19 1.42
Experimento 2 E;Z?Z(;\;a(dgél) 33;)55 135 42 0.28
Experimento 3 Esor)zfztg\;a?;l) 8%(.)3 226?7 107 0.00
Datos acumulados * Es%tjzc?;a(dsél) 112%50 4‘50 168 0.03

2 Andlisis x> homogeneidad (y°4 = 1.68) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y°24.1.= 5.99)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se comprobo que la linea 1440 ET
MM no era portadora de un Gnico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (x?
DA 1) = 34.57 > 3.84 1 4 1. 5%))- Por lo tanto, se realizo el andlisis para dos
hipotesis (2 o 3 insertos T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis del niumero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1440 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total Y’

Observada 19 0
Experimento 1 Esperada (15:1) 17.8 1.2 19 1.26
Esperada (63:1) 18.7 0.3 0.30

Observada 41 1
Experimento 2 Esperada (15:1) 394 2.6 42 1.07
Esperada (63:1) 41.3 0.7 0.18

Observada 99 8
Experimento 3 Esperada (15:1) 100.3 6.7 107 0.27
Esperada (63:1) 105.3 1.7 24.30

Observada 159 9
Datos acumulados * | Esperada (15:1) 157.5 10.5 168 0.23
Esperada (63:1) 165.4 2.6 15.73

% Anélisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas para una segregacion 15:1 (2.39)
pero no para una segregacion 63:1 (9.09) (P>0.05; xzzg, .= 5.99).
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El andlisis de los datos acumulados sugirié que, con una probabilidad de fallo
menor del 5%, la linea 1440 ET MM era portadora de dos insertos T-DNA con

el gen nptll funcional (3 DA 5.1y = 0.23 < 3.84 1 4 | (5%))-
Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para establecer si existia cosegregacion de uno de los dos insertos T-DNA y el
fenotipo mutante se decidioé evaluar las progenies TG3 procedentes de plantas
TG2 WT Kan®. Si en un nimero suficiente de estas progenies no se observara
el fenotipo mutante quiere decir que existe cosegregacion entre uno de los
insertos T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante. Al calcular el
namero de familias TG3 necesarias para poder asegurar esto con una
probabilidad de fallo menor del 5% el resultado es que, al menos, hay que
evaluar tres familias TG3 procedentes de TG2 WT Kan®. Para disminuir la
probabilidad de fallo, se evalu6 el fenotipo de las progenies TG3 procedentes
de 4 plantas TG2 WT Kan® cultivadas y en ninguna de ellas se observé el
fenotipo mutante. Este resultado nos permitié afirmar, con una probabilidad de
fallo menor del 3.4%, que uno de los insertos T-DNA presentes es la linea 1440

ET MM es el causante del fenotipo mutante.

También, se cultivaron 15 plantas TG2 WT Kan® para conseguir separar los
dos insertos T-DNA con el gen nptll funcional y ver cual de ellos era el
responsable de la mutacién. Tras el analisis de las progenies TG3 de las 15
plantas cultivadas, se detectdé una, la linea 1440-17 ET MM, que segregaba
para la mutacién (x* DA 3.1y = 0.02 < 3.84 1 4 |. s%), Tabla 3) y portaba un inserto

T-DNA con el gen nptll funcional (x* DA z.1)= 0.18 < 3.84 1 4 | 5%), Tabla 4).

Tabla 3. Andlisis del modo de herencia del mutante 1440-17 ET MM.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 Es?)t;z(;\;a?;:ll) 9%.30 3‘.10 12 0.44
Experimento 2 E;Z?;?fgl) 4?)?5 1%3?5 54 0.22
Datos acumulados * E;ZTZ(;\;a?;:ll) 4%(.)5 116(.55 66 0.02

? Andlisis x* homogeneidad (x°+ = 0.65) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y° 24 1. = 5.99)
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Tabla 4. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1440-17 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x’
Experimento 1 Esor)zfztg\;a?;l) 92.30 34.10 12 0.44
Experimento 2 Esop)t;s;\;a?;l) 4£c1)(.)5 1131.15 54 0.02
Datos acumulados * 531272&&?3%1) 4‘:35 116§5 66 0.18

? Andlisis x* homogeneidad (x4 = 0.29) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x° 24.1. = 5.99)

Para corroborar que este inserto que confiere resistencia al antibiotico era el
causante de la mutacibn no deben haber plantas mutantes dentro de la
poblacion de plantas sensibles a la kanamicina (18) y, ademas, se debe
observar una distribuciéon 1 WT Kan® : 2 WT Kan® : 1 M Kan® (1:2:1).

Tabla 5. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante
de la linea 1440-17 ET MM.

Segregacion | WT Kan® | WT Kan® | MKan® | MKan® | Total | «°
. Observada 4 4 4 0
Experimento 1| o orada (1:2:1) 3.0 6.0 3.0 0 121 133
Experimento 2 Observada 14 28 12 0 54
Esperada (1:2:1) 135 27.0 135 0 0.22
Datos acumulados 2 Observada 18 32 16 0 66
Esperada (1:2:1) 16.5 33.0 16.5 0 0.18

# Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 1.64) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x24g, .= 9.48)

Tras realizar la prueba de la y? de datos acumulados se pudo comprobar que la
distribucién obtenida se ajusta a la hipétesis anterior (x° DA (1.2.1) = 0.18 < 5.99 ,
g. I 5%)). Por tanto, se pudo concluir, con una probabilidad de fallo menor del
3.6%, que no habia motivos para dudar de que el inserto T-DNA con el gen
nptll funcional presente en la linea TG2 1440-17 WT Kan® era el causante del

fenotipo mutante observado (Tabla 5).
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Evaluacion de la expresion del gen delator

En el momento actual se estan llevando a cabo los trabajos de clonacion de las
regiones flanqueantes al T-DNA de la familia 1440-17 ET MM para averiguar el
gen que ha sido etiquetado. Al ver que existe cosegregacion se ha realizado el
analisis de expresion del gen delator en explantes de tallo que incluian al
meristemo apical. Al haber obtenido esta linea con una trampa de
intensificadores cabe la posibilidad de que el patrén de expresion del gen

delator esté mimetizando el del gen etiquetado.

Se observé que los explantes procedentes de plantas mutantes presentan una
expresion clara del gen delator en las zonas cercanas a donde se localiza el
meristemo apical. En cambio, entre los explantes procedentes de plantas WT,
hay algunos sin y otros con expresion del gen delator correspondientes a las

plantas acigotas y hemicigotas para el inserto respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Expresion del gen delator uidA en la zona apical de plantas
axénicas de la linea 1440 ET MM. La barra representa 1 mm.

La colocalizacion de la expresion del gen delator y del origen del fenotipo mas
relevante de esta linea apoya la hipotesis de que existe cosegregacion entre el
inserto T-DNA y el fenotipo mutante. Ademas, un estudio mas en profundidad

de esta expresion nos puede ayudar a entender la funcion del gen etiquetado.
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4.1.1.2.- 1405 ET MM

Esta linea se detecté al ver que tras el cultivo de apices meristematicos en
medio basico algunas plantas axénicas detenian el crecimiento de la parte
aérea. Las plantas con fenotipo mutante desarrollaban entre una y dos hojas y

posteriormente la actividad del meristemo apical se detenia (Figura 13).
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Figura 13. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de apices
meristematicos de la linea 1405 ET MM tras 20 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

También se observd que algunas de las plantas mutantes que presentaban la
alteracion en el crecimiento de la zona apical, tras un tiempo sin ningun
cambio, continuaban con el crecimiento de la parte aérea a través de la
formacion de un meristemo que asumia el papel de meristemo apical y que, a
partir de ese momento mantenia un desarrollo igual que el de las plantas WT
(Figura 14).
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Figura 14. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &apices
meristematicos mutantes de la linea 1405 ET MM tras 30 dias de cultivo en
medio basico. La barra representa 1 cm.

Al ver que estaba afectado el desarrollo de los meristemos, en esta linea se ha
evaluado también la morfogénesis adventicia. La respuesta organogénica de
los explantes de cotiledon es mas lenta en las plantas mutantes. En los
cotiledones provenientes de estas plantas, se observé la generacion de un
callo desorganizado y el crecimiento de pequefias hojas, mientras que en
explantes de cotiledon de plantas WT, en el mismo momento, se vio la
formacién de yemas y apices que se encontraban mas desarrollados (Figura
15).

Figura 15. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1405 ET MM tras
25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se observé la mutacion en los dos experimentos realizados. Tras comprobar
que los experimentos eran muestras homogéneas, el resultado del andlisis de
los datos acumulados (y* datos acumulados) nos indicé que no habfa motivos

para dudar de que el fenotipo alterado fuera producido por una mutacion

monogeénica recesiva (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis del modo de herencia del mutante 1405 ET MM.

Segregacion WT M Total x’
Experimento 1 Ei)i?zcz\;a(d?)al) 8?3 2?7 11 0.27
Experimento 2 E;Z?zcri\;la(d;:ll) 223?3 7?7 31 0.27
Datos acumulados * Es%téfz;f?;l) 3?5 11)%5 42 0.03

% Andlisis xz homogeneidad (sz = 0.51) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x2 1g.1.= 3.84)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Tras analizar 42 plantas TG2 en dos experimentos, los resultados indicaron

gue no habia motivos para dudar de que la linea 1405 ET MM portaba un Unico

inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1405 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total x2 (3:1)

Experimento 1 Es?)tjs(;\;a?;) 86.33 2?7 11 0.03
Experimento 2 E;Zf:(;\;a?;ll) 22353 7(.53 31 0.53
Datos acumulados * E;Zf:(;\;a??ill) 3?5 13.5 42 0.29

# Andlisis xz homogeneidad (XZH = 0.27) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 19.1.=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Tras el andlisis se comprob6 que no existia cosegregacion del inserto T-DNA y
el fenotipo mutante en la linea 1405 ET MM, ya que se observaron dos plantas

mutantes sensibles a la kanamicina en el segundo experimento realizado

(Tabla 8).

Tabla 8. Anélisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante
de la linea 1405 ET MM.

WT M
Total
Kan® Kan® Kan® Kan®
Experimento 1 6 3 2 0 11
Experimento 2 18 4 7 31
Datos acumulados 24 7 9 42

Se estan llevando a cabo los cruces de las plantas mutantes sensibles a la

kanamicina con plantas de S. pimpinellifolium con el fin de poder llegar a clonar

el gen responsable del fenotipo mutante.
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4.1.1.3.- 2489 ET MM

Esta linea mutante se detectd tras el cultivo de semillas TG2 en medio de
germinacion. En esas condiciones se vio que algunas plantulas presentaban un
crecimiento menor de la parte aérea y los cotiledones se enrollaban y no se
expandian como los cotiledones en plantulas WT. También se vio que el
sistema radicular embrionario de las plantas mutantes no presentaba

alteraciones graves (Figura 16).

Figura 16. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 2489
ET MM tras 15 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.

Treinta dias después de realizar el subcultivo de los apices meristematicos de

plantulas que presentaban el fenotipo mutante a medio de enraizamiento, se
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observo que las plantas axénicas mutantes crecian pero de manera mas lenta
que las plantas WT. Se observo la emergencia de hojas, las cuales eran
arrugadas y enrolladas. Ademas, las plantas axénicas mutantes no
presentaban alteraciones en el sistema radicular adventicio, fueron capaces
desarrollar raices adventicias primarias de las cuales emergian las laterales del

mismos modo que en plantas axénicas de fenotipo WT (Figura 17).

Figura 17. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristematicos de la linea 2489 ET MM tras 30 dias de cultivo en medio de
enraizamiento. La barra representa 1 cm.

Al ver las anomalias antes descritas, se procedié a analizar histolégicamente
algunos oOrganos de las plantas mutantes. El tallo de las plantas axénicas
mutantes tenia un grosor mayor que el de las plantas WT. En una primera
aproximacion se observo que las células que formaban algunos de los tejidos
del tallo eran méas grandes que las mismas células en las plantas WT (e. g.:
células epidérmicas. Se observé una distribucion mas irregular de los haces
vasculares en el tallo de plantas mutantes. También se realizaron cortes
histologicos de las hojas, en concreto el limbo de sus foliolos. De nuevo se vio

que las células que forman los tejidos de los foliolos de las plantas mutantes
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eran mas grandes que las células en los foliolos de plantas WT. Ademas, el
nervio principal de plantas WT y mutantes no presentaba diferencias
considerables en cuanto a su tamafio total aunque si respecto del tamafio de
sus células. En cuanto a la zona meristematica de los mutantes, se observo
con un corte longitudinal que el domo que forman las células del 4pice de
plantas mutantes era de mayor tamafio que el de las plantas WT. También, se
vio que las células que forman la capa mas externa son mas grandes que las

gque se encuentran en los apices meristematicos de plantas WT (Figura 18).

Figura 18. Cortes histoldgicos de la linea 2489 ET MM. Corte transversal
del tallo (fotos superiores), corte transversal de la parte central de un foliolo
de hoja (fotos medias) y corte longitudinal de un meristemo apical (fotos
inferiores). La barra representa 100 um.
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Tras la aclimatacion y después de cuatro meses de cultivo en invernadero una
de las plantas mutantes formo6 una inflorescencia con flores pequefias que no
dio ningun fruto. A los nueves meses de cultivo, la plantas continuaron con su
crecimiento y se observo la aparicion de inflorescencias con varias flores. Los
cuatro verticilos de las flores de plantas mutantes no presentaron grandes
alteraciones morfologicas, pero el tamafio fue menor en comparacion con las
flores WT (Figura 19).

Figura 19. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 120
dias (foto superior) y 270 dias (foto media) y de sus 6rganos reproductivos
(foto inferior) de la linea 2489 ET MM. La barra representa 1 cm.
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En una de las plantas mutantes se observé la formacion de un fruto tras 10
meses de cultivo en el invernadero. Este fruto fue de menor tamafio que los

frutos de plantas con fenotipo WT pero tuvo varias semillas (Figura 20).

Figura 20. Fenotipo de una planta cultivada en el invernadero durante 300
dias (foto superior) y de un fruto maduro de la linea 2489 ET MM. La barra
representa 5 cm (foto superior) y 1 cm (foto inferior).
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En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endbégeno. En este
caso, la mayor parte de las hormonas presentaban valores relativamente
similares a los de las plantas WT, sin embargo, el mutante tenia un mayor
contenido de acido indolacético, mas del triple del contenido de las plantas WT

y un menor contenido de JA y GA1 (Figura 21).

Contenido hormonal relativo en hojas de 2489 ET MM
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Figura 21. Contenido hormonal enddégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 2489 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Al comprobar que el fenotipo de estas plantas se asemejaba al de otros
mutantes afectados en la produccién y/o percepcion de los brasinosteroides, se
aclimataron mas plantas mutantes en el invernadero y se procedio a aplicar un
tratamiento de este tipo de sustancia de manera exdgena mediante la
pulverizacion de 24-epibrassinolide 1.0 uM cada 48 horas. Se vio que la
aplicacién de brasinosteroides no afectaba al crecimiento vegetativo general de
las plantas. Sin embargo, se observo que las plantas mutantes a las cuales se
les aplicé la hormona si que responden al tratamiento, ya que las hojas de
estas plantas se empezaban a expandir y a manifestar una cierta reversion
parcial al fenotipo WT. Se observé que las hojas basales, presentaban una

reversion mayor que las hojas intermedias o0 mas cercanas a la zona apical,
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probablemente debido a que al ser hojas mas viejas, habian recibido méas

tratamientos que las hojas mas jovenes (Figura 22).

Sin tratamiento Con tratamiento

Figura 22. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 150
dias de la linea 2489 ET MM. A la planta de la derecha se le ha aplicado
un tratamiento con brasinosteroides. La barra representa 5 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

La mutacion se observé en los dos experimentos realizados. El analisis de
homogeneidad indicé que las muestras eran homogéneas y el resultado del
andlisis de los datos acumulados (x* datos acumulados) nos indicé que no

habia motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté causado por una
mutacion monogénica recesiva. (Tabla 9).
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Tabla 9. Andlisis del modo de herencia del mutante 2489 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 E;Z?Z;;a?;ll) 11:5 41.15 18 0.07
Experimento 2 Esf[))k:z(;\;a?;:ll) 23;3 95.;7 39 0.41
Datos acumulados * Esf[))t;?z(;\;a?;:ll) 42?7 1]4?3 57 0.47

2 Andlisis x> homogeneidad (y’4 = 0.02) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y%14.1. = 3.84)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Tras analizar 57 plantas TG2 en dos experimentos y comprobar que las
muestras son homogéneas mediante la prueba de la y? de homogeneidad, los
datos acumulados, (55 plantas Kan® y sélo 2 plantas Kan®), indicaron que
habia motivos para dudar de la hipotesis de un inserto T-DNA con el gen nptll
funcional (x* DA 3.1y = 14.04 > 3.84 1 4 | sw)). Por lo tanto, se procedié a ajustar
la segregacion observada a una hipotesis para dos insertos T-DNA con el gen
nptll funcional. Los resultados nos indicaron que no habia motivos para dudar
de que la linea 2489 ET MM portaba dos insertos T-DNA con el gen nptll
funcional (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 2489 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x’
. Observada 16 2
Experimento 1 18
P Esperada (15:1) 16.8 1.2 0.73
. Observada 39 0
Experimento 2 39
P Esperada (15:1) 36.6 2.4 2.60
Datos acumulados ? Observada 55 2 57
Esperada (15:1) 53.4 3.6 0.73

# Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 2.59) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 19.1.=3.84)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para determinar si existia cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante se analizaron las progenies TG4 de seis plantas TG3 de fenotipo WT.

Cabe sefalar que dentro de esta poblacion TG3 se ha observado previamente
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la segregaci6n de 3 planta Kan® y 1 planta Kan® y también se observé la

segregacion de la mutacion (Tabla 11).

Tabla 11. Fenotipo y resistencia a la kanamicina de progenies TG4
procedentes de seis plantas TG3 de fenotipo WT de la linea 2489 ET MM.

WT M
Kan® Kan® Kan®
2489-57-2 0 9 0
2489-57-4 12 3 4
2489-57-5 26 0 4 0
2489-57-9 0 24 0 0
2489-57-14 18 6 0 0

Se vio que en la progenie TG4 de dos plantas TG3 (2489-57-9 y 2489-57-14)
no aparece el fenotipo mutante porque la planta era acigota para la mutacion.
También, en dos de ellas (2489-57-5, 2489-57-9) hubo una respuesta
homogénea en cuanto a la resistencia o sensibilidad a la kanamicina, ya que la
primera era homocigota y la segunda acigota para el T-DNA con el gen nptll
funcional. Hay varios datos que nos indicaron la ausencia de cosegregacion
entre el inserto T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante. En las
progenies TG4 de las plantas 2489-57-4 y 2489-57-8 se observo una planta de
fenotipo mutante que es sensible al antibiético. Ademas, toda la progenie TG4
de la planta TG3 2489-57-2 era sensible a la kanamicina y se observo la
mutacion, lo cual indica que la planta TG3 2489-57-2 es portadora de la

mutacion pero no de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional.

Una vez que se ha descartado la posible cosegregacion de un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe
algun inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta
mutacion. De forma simultdnea se van a realizar los cruces con S.

pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2.
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4.1.1.4.- Mutante 2733 ET MM

Esta linea mutante se detectd porque tras el cultivo de apices meristematicos
en medio béasico durante 20 dias se vio que algunas plantas axénicas tenian
una menor altura y con un mayor numero de entrenudos que las plantas WT.
Ademas, los foliolos en las plantas axénicas mutantes eran mas pequefios y no

se observaron alteraciones en el sistema radicular adventicio (Figura 23).
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Figura 23. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4apices
meristematicos de la linea 2733 ET MM tras 20 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.
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Se sembraron mas semillas TG2 en el invernadero para ver si la mutacion
observada en cultivo in vitro se reproducia en condiciones de cultivo in vivo. Se
comprobd que la mutacion vista in vitro también se manifestaba en condiciones
de invernadero. Las plantas mutantes eran ligeramente de menor altura que las
plantas WT y se observd un mayor numero de entrenudos. Las plantas
mutantes no presentaban alteraciones a nivel de arquitectura ni morfologia
foliar. Los frutos de plantas mutantes tenian semillas y no presentaban
diferencias en cuanto a su forma con respecto a los WT, sin embargo, estos

frutos eran méas pequefios (Figura 24).

Figura 24. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 90
dias y frutos maduros de la linea 2733 ET MM. La barra representa 1 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos y se detecto la mutacion en cada uno de ellos.
Para conocer el modo de herencia de esta mutacion se analizaron un total de
45 plantas. Se observd una segregacion de 40 plantas con fenotipo WT y 5
plantas con fenotipo mutante. En esta linea la prueba de la Xz de datos
acumulados fue significativa para una hipétesis de 3 plantas WT y 1 mutante

(x° DA 31) = 4.63 > 3.84 1 4 | 5%), ya que se detecté un nimero menor de
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plantas mutantes de lo esperado (5 observados, 11.3 esperados). Esto puede
ser causado por una cierta subletalidad asociada a la mutacion, lo cual
provocaria que aparezcan un numero menor de plantas para esta clase

fenotipica (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis del modo de herencia del mutante 2733 ET MM.

Segregacion WT M Total Y’
Experimento 1 ESOpZTZ(;\;a?Sa:ll) is (25 24 3.56
Experimento 2 Esi;l:Zcri\;azjsal) l]é§7 5?3 21 1.29
Patos acumulados * Esite)?:crjf(dsi) 3?.)7 115.3 45 4.63

2 Andlisis %* homogeneidad (y°4 = 0.21) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y%14.1.= 3.84)

El modelo que mas se ajusta a los datos observados es la de una mutacion con

herencia monogénica recesiva y cierto nivel de subletalidad.

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Para conocer el numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional, se realiz6
la prueba de la resistencia a la kanamicina y se observo una segregacion de 33
plantas resistentes y 12 plantas sensibles. De tal modo, tras realizar el test de

la ¥% se comprobé que la linea 2733 ET MM portaba un Gnico inserto nptll

funcional (x° DA 3.1y= 0.07 < 3.84 14 1. s%)) (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 2733 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total xz
Experimento 1 Observada 17 ! 24
P Esperada (3:1) 18 6 0.22
. Observada 16 5
Experimento 2 21
P Esperada (3:1) 15.7 5.3 0.02
Observada 33 12
Datos acumulados ? 45
Esperada (3:1) 33.7 11.3 0.07

# Andlisis xz homogeneidad (XZH =0.17) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 19.1.=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se comprobd que no existia cosegregacion del inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 2733 ET MM, ya que se observaron
dos plantas mutantes sensibles a la kanamicina a lo largo de los dos

experimentos realizados (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2733 ET MM.

WT M
Total
Kan® Kan® KanR
Experimento 1 16 6 1 24
Experimento 2 14 4 2 21
Datos acumulados 30 10 3 45

Una vez que se ha descartado la posible cosegregacion de un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe
algun inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta
mutacion. De forma simultdnea se van a realizar los cruces con S.
pimpinellifolium para obtener plantas F2 y poder abordar el clonaje del gen

afectado mediante la secuenciacion de este material.
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4.1.1.5.- Mutante 2635 ET MM

Esta linea se detect6 durante el cultivo de plantas TG1 en el invernadero. Se
observé que esta planta tenia una morfologia foliar alterada. Los foliolos
presentaban un menor tamafio y no se extendian completamente como lo

hacian los foliolos de plantas WT (Figura 25).

Figura 25. Fenotipo de hojas de plantas cultivadas en el invernadero de la
linea 2635 ET MM. La barra representa 1 cm.

La planta TG1 mutante dio frutos, éstos eran de menor tamafio y muy pocos de
ellos contenian semillas. Al haber obtenido semillas TG2 a partir de la planta
TG1 mutante, se sembraron en el invernadero para comprobar si el fenotipo
mutante visto en TG1 tenia una base genética y se heredaba. Tras el cultivo de
22 plantas TG2 se comprobd que la mutacion se heredaba, ya que se vieron
plantas con las mismas alteraciones que presenta la planta TG1 (denominamos
a estas plantas M1). Ademas, se detectd otro fenotipo en el que se veian

alteraciones en la arquitectura de las hojas, pero mas exacerbadas. Los foliolos
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de estas plantas también eran mas pequefios que los de las hojas en plantas
WT. Ademas, en estas plantas, se observdé que las flores abortaban y no
cuajaba ningun fruto en ninguna de las inflorescencias (denominamos a estas
plantas M2) (Figura 26).

Figura 26. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero de la linea
2635 ET MM. La barra representa 5 cm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Como se observaron dos fenotipos en las plantas TG2 de esta linea mutante
(M1 y M2) se planteo la hipotesis de que la linea 2635 ET MM era portadora de
una sola mutacién de naturaleza semidominante, en la que el fenotipo M1
correspondia a las plantas hemicigotas para la mutacion y las M2 las
homocigotas. Por lo tanto, se esperaria observar una distribucion 1/4 de las
plantas con fenotipo WT (acigota), 2/4 M1 (hemicigota) y 1/4 M2 (homocigota).
El resultado del andlisis para una segregacion 1:2:1 con el tamafio de familia
utilizado nos indic6 que no habia motivos para dudar de que el modo de
herencia para la mutacion observada en la linea 2635 ET MM es de naturaleza
semidominante (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis del modo de herencia del mutante 2635 ET MM.

Segregacion WT MHemicigota) | MHomocigota) | Total x’
Experimento 12 Observada 8 10 4 29
Esperada (1:2:1) 5.5 11 5.5 1.64

2 Andlisis de la x* (P>0.05; x°24.1. = 5.99)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En este caso se han analizado 11 progenies TG3: ocho procedentes de TG2
WT vy tres procedentes de una planta M1. Como las ocho TG3 procedentes de
plantas TG2 WT fueron homogéneamente sensibles a la kanamicina, solo se
disponia del dato de las tres poblaciones segregantes para la resistencia a la
kanamicina, las TG3 procedentes de plantas TG2 con fenotipo mutante en
hemicigosis (M1). Estas familias presentaron una segregacion total para la
resistencia a la kanamicina de 37 plantas resistentes al antibiotico y 10 plantas
sensibles. Con estos datos, se acepta la hipétesis de que la linea 2635 ET MM

es portadora de un unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 16).
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Tabla 16. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la progenie TG3 de la planta Mpemicigota) 2635-3 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total Y’
Experimento 1 Es?é?:évaa?ﬁl) ;2 3?3 13 0.03
Experimento 2 Es%kéfzé;a?ﬁl) 1131.15 4£.15 18 0.07
Experimento 3 Es?)k::(;\;a?;:ll) 5 i 16 0.33
Datos acumulados * Es%k;:é\;a?sa:ll) 33;2 111(.)8 A7 0.35

% Anélisis Xz homogeneidad indica que las muestras son homogéneas para una segregacion 3:1 (0.09)
(P>0.05; y° 14.1.= 3.84).

Andlisis de cosegregacién del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para determinar si el inserto que confiere resistencia a la kanamicina presente
en la linea 2635 ET MM era el responsable de la mutacion, se evalué la
resistencia al antibidtico de las progenies TG3 de plantas TG2 WT y TG2 M1
(las plantas TG2 M2 no dieron semillas). Mediante el andlisis de dichas
progenies se pudo establecer cual es el genotipo de las plantas TG2
correspondientes (i.e. si una TG3 es homogéneamente sensible a la
kanamicina, la planta TG2 de la que procede es acigota para un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional). De esta forma se ha establecido a qué
categoria se adscriben las plantas TG2 evaluadas para fenotipo y resistencia a
la kanamicina (Tabla 17).

Tabla 17. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2635 ET MM.

WT M(hemicigota) M(homocigota)
Total
Kan® Kan® KanR Kan® KanR Kan®
Experimento 1 0 8 3 0 Nd Nd 11

Nd= No dato

Estos datos indicaron que existia cosegregacion entre el inserto T-DNA con el

gen nptll funcional y el fenotipo mutante. Todas las plantas acigotas para la
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mutacion eran sensibles a la kanamicina y, por tanto, acigotas para el inserto
de T-DNA. Ademas, las plantas hemicigotas para la mutacion también eran
hemicigotas para el inserto de T-DNA ya que se ha visto que sus

descendientes segregan 3:1 para resistencia a la kanamicina.

A partir de estos resultados se va a abordar la clonacién del gen alterado

mediante Anchor —PCR para su posterior caracterizacion funcional.
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4.1.1.6.- Mutante 1381 ET MM

Esta linea se detect6 al observar que el desarrollo foliar de algunas plantas
procedentes del cultivo de &pices meristematicos en medio basico estaba
alterado. La mutacion provoco que las plantas desarrollen un nimero menor de
foliolos y con alteraciones morfologicas (Figura 27).

Figura 27. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4pices
meristematicos de la linea 1381 ET MM tras 10 dias de cultivo en medio
bésico. La barra representa 1 cm.

Se realiz6 el subcultivo de los apices meristematicos de las plantas axénicas
gue se encontraban cultivadas en medio basico a medio de enraizamiento y

tras un mes de cultivo, se vio que las plantas mutantes presentaban un tamafio
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similar al de las plantas WT pero la alteracion en la morfologia de la hoja

continuaba en las hojas nuevas que se iban generando (Figura 28).

Figura 28. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4apices
meristematicos de la linea 1381 ET MM tras 30 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Para comprobar si el fenotipo identificado in vitro se observaba también en
condiciones de cultivo in vivo, se sembraron semillas TG2 en el invernadero de
esta linea. Se comprobd que el fenotipo mutante también se observaba en este
material. A los 15 dias de cultivo, la alteracién en la morfologia de las hojas ya
era evidente en las plantas mutantes. A los 30 dias las plantas mutantes
presentaban un crecimiento similar al de las plantas WT (altura, numero de
hojas desarrolladas,...) aunque el menor desarrollo de masa foliar hace que

parezca que su crecimiento se haya detenido (Figura 29).
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Figura 29. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1381
ET MM tras 15 dias (izquierda) y 30 dias (derecha) de cultivo en el
invernadero. La barra representa 1 cm.

A los 50 dias de cultivo en invernadero se observo que las plantas mutantes no
presentaban diferencias considerables en cuanto a diferentes parametros de su
crecimiento como la altura o el numero de hojas desarrolladas en comparacion
con las plantas de fenotipo WT. En este estado de crecimiento las hojas eran
significativamente méas pequefias que las de las plantas WT. Se vio la
generacion de mas foliolos, pero éstos eran de menor tamafio que los de

plantas WT y con una morfologia totalmente diferente (Figura 30).
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Figura 30. Fenotipo de plantas cultivadas en el invernadero durante 50
dias de la linea 1381 ET MM. La barra representa 5 cm.

En cuanto al desarrollo floral de este mutante, también se han detectado
algunas alteraciones en practicamente todos sus verticilos. Desde el estado de
boton floral se pudo observar como las flores eran mas pequefas que las de
plantas WT. En estados mas avanzados del desarrollo se pudo ver como las

flores tenian los sépalos mas cortos y no permitian la apertura normal de los
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pétalos. El ovario también presentaba un desarrollo anbmalo, era mas ancho y

alargado que el del WT vy el estilo era considerablemente mas ancho que el de
las plantas WT (Figura 31).

Figura 31. Fenotipo de flores en distintos estados del desarrollo de la linea

1381 ET MM. Detalle de los verticilos de flores en antesis. La barra
representa 1 cm.

Las plantas mutantes produjeron algunos frutos a partir de estas flores con
diversas alteraciones. Los pocos frutos que llegaron a madurar fueron de

menor tamafo que los frutos WT, no superaron los 3 cm de diametro, no tenian
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una forma redonda como los frutos de plantas WT y no producian ninguna
semilla (Figura 32).

Figura 32. Fenotipo de frutos maduros de la linea 1381 ET MM. La barra
representa 1 cm.

En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endoégeno a partir de
muestras de hojas. Se representa el contenido relativo de las hormonas
analizadas en el mutante respecto de su testigo correspondiente. En este caso,
se observaron diferencias significativas en el acido abscisico, acido indol
acético y las dos giberelinas analizadas. En los cuatro casos las
concentraciones endodgenas del mutante eran menores que las de las hojas WT
(Figura 33).
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Figura 33. Contenido hormonal endbégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 1381 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se analizaron 78 individuos en tres experimentos en condiciones de cultivo in

vitro y se detect6 la mutacion en 20 plantas. El analisis de homogeneidad

indic6 que las muestras eran homogéneas y el andlisis de los datos

acumulados (y? datos acumulados) indicé que no habia motivos para durar de

un modelo de herencia monogénica recesiva para la mutacién observada en la
linea 1381 ET MM (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis del modo de herencia del mutante 1381 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Eg}l;fz(;\;azj;l) 1?5 4?5 18 0.66
Experimento 2 Esi)zfae(;\;a?;l) 22 ﬁ a4 0.00
Experimento 3 E;}zfz(;\éa?;}l) 12 2 16 0.33
Datos acumulados ? E;?)t;fz;\;ag?l) 556€.35 1%)(_)5 8 0.02

? Andlisis X2 homogeneidad (XZH = 0.98) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; X2 29.1.=5.99)
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Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, el analisis de los datos acumulados
nos indicé que no habia motivos para dudar de que la linea 1381 ET MM porte
un unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 19).

Tabla 19. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1381 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total ¥’ 31

Experimento 1 Es%t;z(;\;ag:l) 113%35 4?5 18 0.66
Experimento 2 Es?)l:aeé\;a(d;l) gg 191 44 0.49
Experimento 3 Esopl::crj\;a(d?’a}l) 1; 451 16 0.33
Datos acumulados * Es?)té?;é\;a(d;:ll) 5%%5 1}3?5 8 0.43

2 Andlisis y° homogeneidad (x°x = 1.06) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; ° 2 4.1.= 5.99)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para saber si el inserto presente en esta linea es el responsable de la mutacion
se realizo el ensayo de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante.
Entre las 78 plantas TG2 se observan 17 sensibles a la kanamicina y de
fenotipo WT, y 41 plantas con fenotipo WT y resistentes a la kanamicina. Las
20 plantas mutantes fueron resistentes a la kanamicina. Tras realizar la prueba
de la x*y ver que se ajustaba (x* DA @21y = 0.44 < 5.99 ; ¢ | (5%) @ una
segregacién 1 WT Kan® : 2 WT Kan® : 1 M Kan® se pudo concluir, con una
probabilidad de fallo menor del 2%, que existe cosegregacion entre el fenotipo
mutante y el inserto T-DNA con el gen nptll funcional presente en la linea 1381
ET MM (Tabla 20).
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Tabla 20. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1381 ET MM.

Segregacion | WT Kan® | WT Kan® | MKan® | MKan® | Total | %2
. Observada 3 9 6 0
Experimento 1 Esperada (1:2:1) 45 9 45 0 18 1 100
Experimento 2 Observada 9 24 11 0 24
P Esperada (1:2:1) 11 22 11 0 0.54
. Observada 5 8 3 0
Experimento 3 | o0 da (1:2:1) 4 8 4 0 16 | o950
a Observada 17 41 20 0
Datos acumulados | oo 24a (1:2:1) | 19.5 39 195 0 8 | 044

2 Andlisis x° homogeneidad (x°n = 1.61) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y°44.1.= 9.48)

Identificacién del gen etiquetado mediante Anchor-PCR

La identificacion del gen etiquetado en la linea 1381 ET MM se realizo
siguiendo la metodologia de Anchor-PCR descrita con anterioridad, la cual
permite amplificar los bordes del T-DNA junto con el fragmento de ADN
gendémico adyacente a éste. El producto de dicha reaccion de PCR se
secuencio y, posteriormente, dicha secuencia se analizé contra el genoma de
referencia de S. lycopersicum (Sol Genomics Network, www.solgenomics.net)
con el objeto de identificar el punto del genoma en el que se ha insertado el T-
DNA. El analisis bioinformatico de las secuencias flanqueantes al borde
derecho del T-DNA indicé que el inserto se localiza en el brazo largo del
cromosoma 5, en el sexto exén del gen Solyc059009390.2 (Figura 34), que
codifica para una proteina de tipo lipasa con un dominio alpha-beta hidrolasa.
David-Schwartz y colaboradores (2009) describieron la funcién de este gen en
tomate, al cual denominaron LYRATE. Este gen actua regulando el crecimiento
lateral de las hojas compuestas mediante su interaccion con rutas

transcripcionales mediadas por auxinas y factores de transcripcién tipo KNOX.
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Figura 34. Localizacion genomica del inserto T-DNA de la linea 1381 ET
MM. Se muestra la organizacién gendmica del gen Solyc059g009390.2 que
consiste en 8 exones (representados como rectangulos amarillos) y 7
intrones (representados como lineas grises). Ademas, se muestran las
regiones 5’ y 3’ UTR representadas con rectangulos azules.

Andlisis de cosegregacion mediante PCR del gen identificado por Anchor-

PCR y el fenotipo mutante

Una vez realizado por Anchor-PCR el clonaje de las secuencias flanqueantes al
inserto T-DNA, es posible comprobar si dicho inserto (alelo mutante) se
encuentra en homocigosis, hemicigosis 0 acigosis en cada una de las plantas
que constituye la poblacion segregante en estudio. Dada la naturaleza recesiva
de la mutacion observada en esta linea, Unicamente deberian mostrar fenotipo

mutante aquellas plantas donde el inserto T-DNA se encuentre en homocigosis.

En este caso, se analizaron seis plantas TG2, tres de ellas de fenotipo mutante
y otras tres de fenotipo WT, todas ellas tolerantes a kanamicina y, por tanto,
portadoras de un inserto T-DNA. El analisis genotipico se realiz6 mediante dos
reacciones de PCR, una para el alelo WT, utilizando una pareja de
oligonucleotidos disefiados sobre la secuencia genomica del gen LYRATE, y
otra para el alelo mutante, empleando un oligonucleétido del T-DNA y uno de
los oligonucledtidos utilizados para amplificar el alelo WT, en este caso el
forward (Figura 35).
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Figura 35. Deteccién mediante PCR del alelo WT (sin el inserto T-DNA
gque ha etiguetado el gen clonado) o el alelo mutante (con el inserto T-DNA
que ha etiquetado el gen clonado) en 3 plantas M Kan® (18, 20y 21) y 3
plantas WT Kan® (22, 30 y 31) de la linea 1381 ET MM.

Los resultados del genotipado mostraron que las plantas de fenotipo WT
resultaron ser hemicigotas para el inserto T-DNA, dado que amplificaron tanto
el alelo WT como el alelo mutante. Las plantas de fenotipo mutante fueron
homocigotas para el inserto T-DNA, puesto que Unicamente amplifica el alelo
mutante. Por tanto, los resultados indicaron que el inserto T-DNA localizado en
el sexto exdn del gen LYRATE cosegregaba con el fenotipo mutante observado
en la linea 1381 ET MM.
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4.1.2.- Identificacién y caracterizacion de mutantes afectados

en el desarrollo radicular

A pesar del papel clave de las raices en la absorcion de nutrientes y agua o la
tolerancia a estreses abidticos, hay muy pocos ejemplos de programas de
mejora centrados en esta parte de la planta. Las raices tienen un patron de
desarrollo muy plastico y son dificiles de evaluar por lo que el coste de esos
estudios suele ser elevado. Sin embargo, la mayor comprensién de los
procesos que regulan el desarrollo de las raices puede permitir la mejora en
caracteres como la absorcidn de agua y nutrientes y, por consiguiente, un
mayor rendimiento de los cultivos con sistemas productivos mas amigables con
el medio ambiente (Scherr y McNeely, 2008). Por tanto, es normal que cada
vez haya mas investigaciones cuyo objetivo es conocer qué mecanismos
bioldgicos regulan estos procesos y cuales son los genes que los controlan.
Hasta el momento, la mayor parte de las investigaciones para mejorar el
conocimiento béasico sobre el desarrollo de la raiz se realizan en especies
modelo como Arabidopsis. Esto tiene la ventaja de que pueden identificarse
genes cruciales en este caracter de forma relativamente rapida. Sin embargo,
el mayor reto con el que nos encontramos en este caso es la transferencia del

conocimiento obtenido a las especies cultivadas (Gonzales et al., 2009).

En este trabajo se han identificado cinco mutantes alterados en diferentes
caracteres del desarrollo radicular a partir del escrutinio de 762 lineas T-DNA
de tomate. Tras la identificacion de estos mutantes en condiciones de cultivo in
vitro se cultivaron estas lineas en condiciones de invernadero con el objetivo de
ver si esas alteraciones se observarian también in vivo. Otra parte importante
de la caracterizacion de dichos mutantes es el cultivo en medios
suplementados con diferentes auxinas, tanto naturales como de sintesis. Por
otro lado, en algunos de los mutantes se realiz6 la cuantificacibn de hormonas
endoégenas para ver si la mutacion producida afectaba el contenido de
hormonas en las plantas. Para mejorar la caracterizacion fenotipica, en alguno
de estos mutantes se han llevado a cabo injertos combinando la parte aérea y
la raiz de plantas WT con las de mutantes para estudiar las interacciones entre
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las diferentes partes de la plantas. De forma simultanea a la caracterizacion
fenotipica, se estudid el modo de herencia de la mutacién, el numero de
insertos T-DNA con el gen nptll funcional (confiere resistencia a la kanamicina)
gue contiene cada una de las lineas y si existe cosegregacion entre un inserto
T-DNA vy el fenotipo mutante. Esta informacion es clave para la identificacion
del gen que causa el fenotipo mutante ya que si existe cosegregacion se puede
identificar el gen etiguetado mediante Anchor-PCR pero, si no existe
cosegregacion, la identificacion del gen mutado se tiene que realizar mediante
otras metodologias. En nuestro caso, se hace mediante el cruzamiento de una
planta mutante con S. pimpinellifolium, obteniendo la generacion F2 de ese
cruce y secuenciando plantas WT y plantas mutantes de esa poblacion
segregante para localizar la mutacion en el genoma del tomate mediante

genotipado por secuenciacion.

Como ya se ha comentado se han identificado y evaluado cinco lineas T-DNA
con alteraciones en el desarrollo radicular: 1317 ET MM, 1862 ET MM, 2666 ET
MM, 1662 ET MM, 1608 ET MM. A continuacion se pasa a describir sus

caracteristicas.
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4.1.2.1.- Mutante 2666 ET MM

Este mutante se detect6 al ver que algunas plantulas procedentes de semillas
TG2 de esta linea T-DNA eran de menor tamafio y no presentaban un
crecimiento de la raiz embrionaria como la de las plantulas WT. Ademas, no se
observé la emergencia de raices secundarias a partir la raiz primaria tras 10

dias de cultivo en medio de germinacion (Figura 36).

wT ‘ M

Figura 36. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 2666
ET MM tras 10 dias de cultivo en medio de germinaciéon. La barra
representa 1 cm.

Tras 30 dias de cultivo de las semillas en medio de germinacién, se vio que las
plantulas mutantes emitian raices secundarias a partir de la raiz principal, pero
éstas eran de menor longitud que las de plantas WT. Ademas, se observé que
la morfologia de las hojas de las plantulas mutantes presentaban ciertas
anomalias. Las hojas tenian un menor numero de foliolos y éstos eran
arrugados. Cuando se cultivaron los apices meristematicos en medio basico,
las plantas axénicas mutantes desarrollaron algunas hojas pero tenian un
menor crecimiento que las plantas WT y presentaban un desarrollo de las
raices adventicias alterado. Estas plantas formaron raices adventicias primarias
de las cuales emergian raices secundarias, pero todas estas raices de las

plantas mutantes eran de menor longitud que las de las plantas WT (Figura 37).
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Figura 37. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas tras 30 dias de
cultivo en medio de germinacién (arriba) y plantas axénicas procedentes
de apices meristematicos tras 25 dias de cultivo en medio basico (abajo)
de la linea 2666 ET MM. La barra representa 1 cm.

Ademas, las plantas mutantes formaron pequefios pelos radiculares en las
raices secundarias, mientras que en las raices de plantas WT no se observaron

estas estructuras en este estado de desarrollo. Esto podria explicar la
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capacidad de las plantas M para continuar con su crecimiento pese al
desarrollo andmalo del sistema radicular, ya que es posible que estos pelos

radiculares faciliten la absorcion de nutrientes (Figura 38).

Figura 38. Fenotipo de las raices de plantulas procedentes de semillas de
la linea 2666 ET MM tras 30 dias de cultivo en medio de germinacion. La
barra representa 1 mm.

Posteriormente, se disefié un experimento en el que se cultivaron apices
meristematicos de plantulas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y
concentraciones de auxinas naturales. Se observo que, a las concentraciones
de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un enraizamiento
adventicio diferente al de las plantas WT. No se observé en el mutante un
enraizamiento similar al de las plantas WT en ninguna de las concentraciones
utilizadas (0-10 mg-L™). Sin embargo, se vio que a concentraciones de 1.0
mg-L™ de IAA habia un mayor enraizamiento en las plantas mutantes. También
se vio que conforme se aumentaba la concentracion de la auxina, el desarrollo
de la parte aérea en las plantas mutantes era mayor y formaban mas hojas. Sin
embargo, en ninguna de las condiciones analizadas las plantas mutantes

desarrollaron un sistema radicular analogo al de las pantas WT. Es decir, el
108



cultivo de las plantas mutantes en medios suplementados con IAA no permitié

obtener una fenocopia del WT (Figura 39).

IAA 0.0 mg-L™

IAA 0.1 mg-L™

IAA 1.0 mg-L™

Figura 39. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 2666 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de &cido indolacético. La barra representa
1lcm.

Cuando se analizo el efecto de distintas concentraciones de IBA en el medio de
cultivo, se observo que las plantas mutantes presentaban un enraizamiento
diferente de las plantas WT. Con esta auxina no se vio un mayor enraizamiento
al aumentar la concentracion. Tampoco se observo un mayor crecimiento de la
parte aérea en las plantas mutantes al aumentar la concentracion de esta
hormona, como ocurrié con IAA. Las plantas WT cultivadas en estos mismos

medios también presentaban una masa radicular mayor a medida que se
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aumentaba la concentracion de la hormona. A concentraciones de IBA 1.0
mg-L* y 10.0 mg-L™* se observé la mayor cantidad de raices adventicias y las

plantas tenian un mayor desarrollo vegetativo de la parte aérea (Figura 40).

! IBA0.0 mg-L?

IBA 0.1 mg-L!

IBA 1.0 mg-L*

IBA 10.0 mg-L™"

Figura 40. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 2666 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de acido indolbutirico. La barra representa
lcm.

Para comprobar si el fenotipo observado en condiciones de cultivo in vitro se
reproducia en el invernadero, se cultivaron semillas TG2 en macetas. A los 15
dias de cultivo se observo que las plantas mutantes presentaban un menor
crecimiento de la parte aérea y tenian un menor desarrollo radicular. La raiz
principal de las plantas mutantes era mas corta que la de las plantas con

fenotipo WT. También se observo que las plantas mutantes desarrollaban
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ciertas raices secundarias, pero éstas eran muy cortas, a diferencia de las
raices secundarias en plantas WT. Tras 30 dias de cultivo se comprobdé que el

sistema radicular tenia raices secundarias mas cortas que las WT (Figura 41).

Figura 41. Fenotipo de plantas procedentes del cultivo de semillas en
macetas de la linea 2666 ET MM tras 15 dias (arriba) y 30 dias (abajo) de
cultivo en invernadero. La barra representa 1 cm.
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A los 30 dias de cultivo en el invernadero se observé una alteracion en la
morfologia de las hojas que ya se ha visto en cultivo in vitro. Las primeras hojas

de las plantas eran de menor tamafio, con un menor namero de foliolos y de
morfologia diferente (Figura 42).

Figura 42. Fenotipo de hojas de plantas procedentes del cultivo de
semillas en macetas de la linea 2666 ET MM tras 30 dias de cultivo en
invernadero. La barra representa 1 cm.

Al transcurrir tres meses de cultivo en el invernadero las plantas mutantes eran
de menor tamafio, la morfologia de las hojas presentaba importantes
alteraciones y no florecieron con normalidad. Sin embargo, en una de las

plantas mutantes aparecié una flor aunque no se obtuvo ningan fruto (Figura
43).
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Figura 43. Fenotipo de plantas procedentes del cultivo de semillas en
de cultivo en

macetas de

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

la

linea 2666 ET MM tras tres meses
invernadero. La barra representa 5 cm.

El fenotipo mutante se ha visto en los cuatro experimentos realizados. Sin

embargo, la segregacion observada en los cuatro experimentos se desvio de

los valores esperados para un mutante recesivo (3 plantas WT por cada planta

mutante). El analisis de homogeneidad

indic6 que las muestras eran

homogéneas y el anélisis de los datos acumulados (y* datos acumulados)

refleja el mismo resultado que el de los cuatro experimentos (Tabla 21).

Tabla 21. Andlisis del modo de herencia del mutante 2666 ET MM.

2

Segregacion WT Total X
. Observada 23 1
Experimento 1 24
P Esperada (3:1) 18.0 6.0 5.56
Experimento 2 Observada 68 8 76
Esperada (3:1) 57.0 19.0 8.49
. Observada 70 11
Experimento 3 81
P Esperada (3:1) 60.7 203 5.63
. Observada 39 5
Experimento 4 44
P Esperada (3:1) 33.0 11.0 4.36
Observada 200 25
Datos acumulados ? 22
umdu Esperada (3:1) 168.7 56.3 > 23.15

2 Andlisis x* homogeneidad (x°+ = 0.90) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x° 3.1 = 7.82)
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Los resultados sugieren que la naturaleza de la mutacibn es monogénica
recesiva. Lo que podria explicar la desviacion entre los valores esperados y los
observados para la clase mutante es que puede existir un cierto grado de
subletalidad asociada a este fenotipo, lo cual daria como resultado una
disminucién respecto de lo esperado del numero de plantas con el fenotipo
mutante. Tampoco se puede descartar que la alteracidbn en el desarrollo
radicular provoque una reduccion en la capacidad de germinacion de las

semillas mutantes.
Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se vio que la linea 2666 ET MM no
era portadora de un Unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (y? DA @1 =
5.12 > 3.84 1 4 1. sw)). Por tanto, se realizé el analisis de los datos obtenidos
para comprobar si la segregacion se ajustaba a la presencia de dos o tres
insertos T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 22).

Tabla 22. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 2666 ET MM.

Segregacién Kan" Kan® Total Y’

Observada 24 0
Experimento 1 Esperada (15:1) 225 15 24 1.60
Esperada (63:1) 23.6 0.3 0.38

Observada 69 7
Experimento 2 Esperada (15:1) 71.3 4.7 76 1.14
Esperada (63:1) 74.8 1.2 28.90

Observada 77 4
Experimento 3 Esperada (15:1) 75.9 5.1 81 0.24
Esperada (63:1) 79.8 1.2 6.00

Observada 39 5
Experimento 4 Esperada (15:1) 41.3 2.3 44 1.96
Esperada (63:1) 43.3 0.7 2.48

Observada 209 16
Datos acumulados ? Esperada (15:1) 211.0 14.0 225 0.28
Esperada (63:1) 2215 3.5 45.04

? Andlisis Xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregacion 15:1 (4.65)
pero no para una segregacion 63:1 (17.73) (P>0.05; X23g_ . =7.82).

Finalmente, se comprobd que no habia motivos para dudar que la linea porte
dos insertos T-DNA con el gen nptll funcional.
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se comprobd que no existia cosegregacion de ningun inserto T-DNA con el gen
nptll funcional y el fenotipo mutante ya que se observé una planta mutante
sensible a la kanamicina (Tabla 23).

Tabla 23. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2666 ET MM.

WT M
Total
Kan® Kan® Kan® Kan®
Experimento 1 23 0 1 0 24
Experimento 2 61 7 8 0 76
Experimento 3 66 4 11 0 81
Experimento 4 35 4 4 44
Datos acumulados 185 15 24 225

Dado el interés de este mutante, se ha analizado molecularmente para ver si la
mutacion pudiera estar causada por un inserto parcial del T-DNA o por la
insercion de un fragmento del cuerpo del vector. Para ello, el grupo del Dr.
Lozano utilizd una bateria de PCR’s con amplicones que abarcan siete
secuencias el T-DNA y 14 del cuerpo del vector (ver Figura 6). Estas pruebas
se han hecho en una planta con fenotipo mutante y sensible a la kanamicina.
En este caso, todas las pruebas PCR fueron negativas, por lo que lo mas
probable es que esta mutacién no esté causada por ningun fragmento de T-
DNA ni del cuerpo del vector. Por tanto, pensamos que la mutacion observada
en esta linea es de naturaleza somaclonal. Al no haber identificado ningun
fragmento de ADN de secuencia conocida que nos permita abordar la
clonacion del gen afectado mediante Anchor-PCR, debemos utilizar otra
aproximacion para lograr la identificacion y clonacion de dicho gen. En estos
casos la metodologia a seguir consiste en cruzar una planta mutante con
Solanum pimpinellifolium e identificar plantas mutantes y WT entre los

individuos de la poblacion F2 de ese cruce. Tras la secuenciacion de estas
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plantas WT y mutantes y su comparacion se puede llegar a averiguar la region

cromosomica en la que se encuentra el gen alterado.
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4.1.2.2.- Mutante 1662 ET MM

Este mutante se detectd al ver plantulas que no desarrollaban raices
secundarias a partir de la raiz embrionaria tras siete dias de cultivo en medio
de germinacion. Las plantulas mutantes también tenian un menor desarrollo de
la parte aérea y, en ese momento, no habian desarrollado ninguna hoja

mientras que las plantas WT tienen un par de ellas (Figura 44).

Figura 44. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1662
ET MM tras 7 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.

Tras el cultivo de los 4pices meristematicos en condiciones axénicas, las
plantas mutantes presentaban una menor altura y un menor desarrollo del

sistema radicular adventicio a los 25 dias de cultivo (Figura 45).
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Figura 45. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristeméaticos de la linea 1662 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Tras las observaciones anteriores, se decidié subcultivar los apices
meristematicos de las plantas mutantes a un medio de enraizamiento
suplementado con 0.1 mg-L* de IAA y se observd que, aunque las
plantas mutantes formaban raices adventicias de longitud normal, éstas

no tenian ninguna raiz secundaria (Figura 46).

Figura 46. Fenotipo de las raices adventicias de plantas axénicas
procedentes de apices meristematicos de la linea 1662 ET MM tras 30 dias
de cultivo en medio de enraizamiento. La barra representa 1 cm.
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Este resultado es muy interesante ya que en este mutante podria haberse
alterado algun mecanismo especifico de la iniciacion de primordios de raices
secundarias tanto en la raiz embrionaria como en el sistema radicular
adventicio. Los resultados de la caracterizacion indican que la raiz primaria de
la plantula tiene una arquitectura normal y lo mismo parece ocurrir con las
raices primarias adventicias. Es verdad que las raices primarias de ambos tipos
se desarrollan de manera algo mas lenta que en el WT, pero esto podria

deberse a la anomalia en la iniciacion de primordios de raices laterales.

Pese a la anomalia en el desarrollo radicular, las plantas mutantes soportan el
proceso de aclimatacion en invernadero. En el momento en que alcanzan un
metro de altura aproximadamente se comienza a observar cierta necrosis
apical. Esta alteracion hace que el tallo principal deje de crecer, lo cual permite
gue se active alguna yema axilar. Este nuevo meristemo apical acaba también
necrosandose de forma que se repite de nuevo todo el proceso. Con todo, las
plantas mutantes desarrollan flores y frutos. Lo mas destacable es que los

frutos que se forman son similares al WT y dan semillas viables (Figura 47).

Figura 47. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la linea 1662
ET MM cultivadas en invernadero durante tres meses. Detalle de tallo con
necrosis apical y brote lateral (derecha). La barra representa 5 cm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se vio en los dos experimentos realizados. Tras la
evaluacion de 42 y 30 plantas el analisis de homogeneidad indic6 que las

muestras son homogéneas (Tabla 24).

Tabla 24. Andlisis del modo de herencia del mutante 1662 ET MM.

2

Segregacion WT M Total %
Experimento 1 Es(;t::cri\;a?;:ll) 3?16.55 1(?.5 42 257
Experimento 2 Es(;z:cri\;a?;l) 22255 7?5 30 111
Datos acumulados * Esop)t;?z;\;a?3e}1) 5?1%0 1?0 2 3.63

# Andlisis xz homogeneidad (sz = 0.05) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x2 1g.1.= 3.84)

El analisis de los datos acumulados (3 datos acumulados) indicé que no habia

motivos para dudar de que la mutacion sea monogénica recesiva.

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Tras analizar la resistencia a la kanamicina de las 72 plantas TG2, los
resultados indicaron que no habia motivos para dudar de que la linea 1662 ET
MM porte un Unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1662 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total x2
Experimento 1 Observada 30 12 42
Esperada (3:1) 315 10.5 0.28
Experimento 2 Observada 19 11 30
Esperada (3:1) 22.5 7.5 2.28
Datos acumulados ? Observada 49 23 72
Esperada (3:1) 54.0 18.0 1.85

2 Andlisis x* homogeneidad (y°u = 0.51) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y%14.1.= 3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se ha comprobado que no existe cosegregacion del inserto T-DNA entre el
fenotipo mutante en la linea 1662 ET MM vy la expresiéon de un gen nptll
funcional, ya que se observaron dos plantas mutantes sensibles a la

kanamicina en los experimentos realizados (Tabla 26).

Tabla 26. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1662 ET MM.

WT M
Total
KanR Kan® Kan® Kan®
Experimento 1 25 11 5 42
Experimento 2 15 10 4 30
Datos acumulados 40 21 9 72

Ante la falta de cosegregacion fentipo-inserto de T-DNA, se ha realizado el
cruce de las dos plantas TG2 mutantes sensible a la kanamicina con una
accesion de Solanum pimpinellifolium para poder abordar el clonaje del gen

mutado a partir de la generacién F2 de dicho cruce.
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4.1.2.3.- Mutante 1608 ET MM

Este mutante se detectd al observar que tras la siembra de semillas en medio
de germinacion algunas plantulas tenian una menor altura y una alteracion en
el desarrollo de la raiz primaria. La raiz principal tenia una longitud mas corta vy,
a diferencia de lo que ocurre en las plantulas WT, no se observo la emergencia

de raices secundarias (Figura 48).

WT

Figura 48. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1608
ET MM tras 7 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.

Tras el cultivo de los apices meristematicos en medio basico, se observé que
las plantulas que presentaban un fenotipo mutante en el medio de germinacion
no tenian problemas en la formacion inicial de raices adventicias. Sin embargo,
a los 15 dias de cultivo, se observd que el desarrollo de estas raices
adventicias también estaba alterado ya que eran de menor longitud y tampoco

se observo la formacion de raices secundarias (Figura 49).
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WT |
A wr : | M

Figura 49. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristematicos de la linea 1608 ET MM tras 15 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Se subcultivaron los apices meristematicos de las plantas con fenotipo mutante
a un medio de enraizamiento suplementado con 0.1mg-L™" de IAA para ver si
se mejoraria el enraizamiento adventicio. Tras 50 dias de cultivo en este medio
los apices practicamente no habian crecido, las raices adventicias que se

formaron eran pequefias y no aparecieron raices secundarias (Figura 50).

>

Figura 50. Fenotipo de una planta axénica procedente de un apice
meristematico mutante de la linea 1608 ET MM tras 50 dias de cultivo en
medio de enraizamiento. La barra representa 1 cm.

Para ver con mas detalle como afectaba la adicion exdgena de distintas
auxinas al desarrollo de este mutante, se realizé un experimento en el que se

cultivaron apices meristematicos de plantulas WT y mutantes en medios con
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diferentes tipos y concentraciones de estas hormonas. Se observé que, a las
concentraciones de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un
enraizamiento adventicio claramente diferente de las plantas WT. Las plantas
mutantes no mejoraron Su enraizamiento y la parte aérea tampoco se
desarrolla normalmente, incluso al aumentar la concentracion de esta auxina
(Figura 51).

IAA 0.0 mg-L*

IAA0.1 mg-L?

IAA 1.0 mg-L™

IAA 10.0 mg-L™

Figura 51. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1608 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de &cido indolacético. La barra representa
1cm.

Las plantas WT cultivadas en los medios con IBA presentaban una masa
radicular mayor a medida que se aumenta la concentraciéon de esta auxina. En
cambio, las plantas mutantes presentaban un enraizamiento diferente de las
plantas WT y, como ocurria con el IAA, tampoco se mejoro el enraizamiento al
aumentar la concentracion de esta hormona (Figura 52).
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IBA 0.0 mg-L*

IBA 0.1 mg-L™?

IBA 1.0 mg-L™?

IBA 10.0 mg-L"

Figura 52. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1608 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de acido indolbutirico. La barra representa
1cm.

Se cultivaron semillas TG2 en macetas para evaluar el fenotipo de esta linea
en condiciones de cultivo in vivo. Tras quince dias de cultivo en el invernadero,
se vio que las plantulas mutantes presentaban diferencias claras respecto del
correspondiente WT. En concreto, tenian los cotiledones y las hojas de menor
tamafo, asi como un desarrollo mucho mas lento y menor altura que las
plantas WT (Figura 53).

125



Figura 53. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1608
ET MM tras 15 dias de cultivo el invernadero. La barra representa 1 cm.

En condiciones de cultivo in vivo se observd la misma alteracion en el
desarrollo radicular que en las plantas cultivadas in vitro. La raiz primaria de
estas plantas no supero los pocos centimetros de longitud y, de forma similar,
las raices secundarias tenian menor longitud que las raices del mismo tipo de

las plantas WT (Figura 54).

Figura 54. Fenotipo de las raices de plantulas procedentes de semillas de
la linea 1608 ET MM tras 15 dias de cultivo el invernadero. La barra
representa 1 cm.
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Tras 50 dias de cultivo en la maceta, las plantas mutantes no desarrollaron

mas que dos pequefias hojas y su crecimiento radicular present6é las mismas

alteraciones descritas anteriormente (Figura 55).

Figura 55. Fenotipo de una plantula procedente de una semilla mutante de
la linea 1608 ET MM tras 50 dias de cultivo en el invernadero. La barra
representa 1 cm.

Por tanto, se puede concluir que este mutante presenta una alteracion que
dificulta severamente el desarrollo de las raices sean de origen embrionario,
adventicio o secundarias. Probablemente, como consecuencia de este
problema, la planta no es capaz de desarrollarse mas alla de unos pocos
centimetros aunque se mantenga por un largo periodo en el invernadero. Por
altimo, se ha comprobado que la adiciébn exdgena de auxinas naturales al

medio de cultivo no permite normalizar el desarrollo radicular del mutante.
Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se analizaron 124 individuos de la linea 1608 ET MM en condiciones de cultivo
in vitro en tres experimentos independientes. El analisis de homogeneidad

indicé que las muestras eran homogéneas (Tabla 27).
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Tabla 27. Analisis del modo de herencia del mutante 1608 ET MM.

Segregacion WT M Total Y’
. Observada 16 3
Experimento 1 Esperada (3:1) 14.3 4.7 19 0.86
Experimento 2 Observad.':} 62 19 81
Esperada (3:1) 60.7 20.3 0.10
. Observada 19 5
Experimento 3 Esperada (3:1) 18.0 6.0 24 0.22
a Observada 97 27
Datos acumulados ™| ¢ 44 (3:1) 93.0 31.0 124 0.69

2 Andlisis x° homogeneidad (y°4 = 0.50) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y°2 4.1 = 5.99)

El analisis de los datos acumulados (x? datos acumulados) indicé que no habia

motivos para dudar de que la naturaleza de la mutacibn es monogénica

recesiva.
Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se analizaron 124 plantas y se vio
que la linea 1608 ET MM no era portadora de un unico inserto T-DNA con el
gen nptll funcional (3° DA 3.1y = 5.12 > 33.72 1 4 | s%). Por tanto, se comprobd si
las segregaciones observadas se ajustaban a lo esperado para la presencia de
dos o tres insertos T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 28).

Tabla 28. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1608 ET MM.

Segregacioén Kan® Kan® Total x’

Observada 19 0
Experimento 1 Esperada (15:1) 18.0 1.0 19 1.27
Esperada (63:1) 18.7 0.3 0.86

Observada 79 2
Experimento 2 Esperada (15:1) 69.3 4.7 81 1.98
Esperada (63:1) 79.7 13 0.43

Observada 23 1
Experimento 3 Esperada (15:1) 225 15 24 1.27
Esperada (63:1) 23.7 0.3 1.06

Observada 121 3
Datos acumulados ® | Esperada (15:1) 109.7 7.3 124 3.11
Esperada (63:1) 122.0 2.0 0.59

 Analisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregacion 15:1 (0.32) y
63:1 (1.20) (P>0.05; x° 24.1.= 5.99).

Los resultados obtenidos indicaron que no existian motivos para dudar de

ninguna de las dos hipotesis planteadas, que la linea porta dos insertos T-DNA
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con el gen nptll funcional, o que tiene tres insertos. Para poder discernir entre
una y otra hipotesis habria que aumentar el tamafio de familia, aunque, con las
plantas analizadas hasta el momento, la segregacion se ajusta mejor a la

hipoétesis de una linea con tres insertos.

Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Tras el andlisis de cosegregacion en la linea 1608 ET MM, se comprob6 que no
existia una asociacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante, ya que se

observaron plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 29).

Tabla 29. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1608 ET MM.

WT M
Total
KanR Kan® KanR Kan®
Experimento 1 16 0 3 0 19
Experimento 2 62 0 17 - 81
Experimento 3 18 1 5 0 24
Datos acumulados 91 1 25 - 124

Hay que matizar el anterior comentario, ya que la peculiaridad del fenotipo de
este mutante podria ocasionar una interferencia con la lectura de resistencia-
sensibilidad a la kanamicina (i.e. podria ocurrir que un explante resistente se
calificar como sensible). Por si asi fuera, se va a intentar corroborar la ausencia
de cosegregaciéon mediante el analisis de las descendencias TG3 procedentes
de tres plantas TG2 WT - sensibles a la kanamicina. Si en alguna de estas tres
descendencias TG3 se observara el fenotipo mutante se comprobara que no
existe cosegregacion entre el fenotipo mutante y unos de los insertos T-DNA

con el gen nptll funcional.
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4.1.2.4.- Mutante 1317 ET MM

Este mutante se detectd durante el cultivo de apices meristeméticos en medio
basico ya que en las plantulas procedentes de semillas no se vio ninguna
alteracion. Se observo que algunas plantas presentaban una menor altura y el
sistema radicular adventicio se encontraba alterado con raices de menor

longitud que las de las plantas WT (Figura 56).

Figura 56. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &apices
meristematicos de la linea 1317 ET MM tras 18 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Para ver si la adicion de auxinas al medio de cultivo era capaz de normalizar el
desarrollo radicular, se realiz6 un experimento en el que se cultivaron apices
meristematicos de plantas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y

concentraciones de auxinas naturales. Se observé que, a las concentraciones

130



de IAA utilizadas, las plantas mutantes no presentaron un enraizamiento
adventicio parecido al de las plantas WT. Al aumentar la concentracion de esta

hormona, las plantas mutantes no mejoraron su enraizamiento (Figura 57).

IAA 0.0 mg-L*

IAA 0.1 mg-L™

IAA 1.0 mg-L™

IAA 10.0 mg-L™?

Figura 57. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1317 ET MM en medio de enraizamiento
suplementado con &cido indolacético después de 30 dias de cultivo. La
barra representa 1 cm.

También se observo que, a las concentraciones de IBA utilizadas, las plantas
mutantes tenian un enraizamiento diferente del de las plantas WT. Sin
embargo, la plantas mutantes presentaron una mejor respuesta al desarrollo de
raices adventicias cuando se utiliza IBA en comparacién con IAA. En concreto,

se observo un mejor enraizamiento adventicio, incluso la formacion de algunas
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raices secundarias, acompafiado con un mejor desarrollo de la parte aérea a
concentraciones de IBA 0.1 mg-L' y 1.0 mg-LY En cambio, a una
concentracion de 10.0 mg-L™ se produjo una inhibicién casi total del desarrollo

de la parte aérea en las plantas mutantes (Figura 58).

IBA 0.0 mg-L™?

| IBA 0.1 mg-L™?

IBA 1.0 mg-L™?

' IBA 10.0 mg-L?

Figura 58. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1317 ET MM en medio de enraizamiento
suplementado con &cido indolbutirico después de 30 dias de cultivo. La
barra representa 1 cm.

Se cultivaron semillas pregerminadas en macetas para ver si las alteraciones
observadas en condiciones de cultivo in vitro se reproducian cuando las plantas
mutantes se cultivaban en el invernadero. A los 20 dias después de la

germinacion ya se apreciaban diferencias significativas en el tamafio de las
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plantas mutantes. También se observé que los foliolos de las primeras hojas
verdaderas de las plantas mutantes crecian con una morfologia alterada, ya
que no se expandian de la misma forma que los foliolos de plantas WT.
Ademas, se observo que el envés de los cotiledones de las plantas mutantes
era de color violeta, probablemente debido a la acumulacion de antocianos
(Figura 59).

Figura 59. Fenotipo de plantulas cultivadas en invernadero durante 20
dias de la linea 1317 ET MM (parte superior). Detalle del envés de los
cotiledones (parte inferior). La barra representa 1 cm.

El sistema radicular de las plantas mutantes cultivadas en el invernadero se
encontraba menos desarrollado. La raiz principal de las plantas mutantes era

de menor longitud. Por otra parte, se observd la emergencia de raices
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secundarias, pero también eran de menor longitud que las raices secundarias
de las plantas WT (Figura 60).

Figura 60. Fenotipo de las raices de plantulas procedentes de semillas de
la linea 1317 ET MM tras 20 dias de cultivo en el invernadero. La barra
representa 1 cm.

Las plantas con fenotipo mutante creciann de manera mas lenta que las
plantas WT y la mayor parte de las flores no produjeron frutos. Ademas, los
pocos frutos que cuajaban en las plantas mutantes eran de menor tamafio

aunque si que producieron algunas semillas (Figura 61).

Figura 61. Fenotipo de frutos maduros de la linea 1317 ET MM. La barra
representa 1 cm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se ha visto en los dos experimentos realizados con un total
de 62 plantas TG2. En el experimento 1, los datos obtenidos nos indicaron que
no habia motivos para dudar de que el fenotipo alterado estaba causado por
una mutacion monogénica recesiva (x* .1 = 0.88 < 3.84 1 4 1. s%)). Sin embargo,
en el experimento 2 se observd una desviacion de los valores esperados para
una segregacion 3 plantas WT y 1 planta M (4 plantas M observadas vs 9.5
plantas esperadas) (y* @1)= 4.24 > 3.84 1 4.1 5%)). Tras comprobar que los datos
eran homogéneos (x* = 0.49 < 3.84 ; 9. I. (5%)) Se realizo la prueba de la y* de

los datos acumulados (Tabla 30).

Tabla 30. Andlisis del modo de herencia del mutante 1317 ET MM.

Segregacion WT M Total x’
Experimento 1 E;Zf:;\;a(d;:ll) 12(.)0 6£.10 24 0.88
Experimento 2 Esoplt)afzcri\;a(d;:ll) 235‘:.15 9L.15 38 4.24
Observad 54 8
Datos acumulados * Espefae(rj\;a(:::ll) 46.5 15.5 62 4.83

? Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 0.49) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 19.1.=3.84)

El resultado nos indicé que no se ajustaba para una segregacion 3 plantas WT
y 1 planta M (DA 3.1y = 4.83 > 3.84 1 ¢ 1. 5%))- Una posible explicacion es que
existe un cierto grado de subletalidad asociada al fenotipo mutante, lo cual
daria como resultado una disminucion del nimero de plantas con este fenotipo
respecto de lo esperado. Por otro lado, no se debe descartar que la alteracion
en el desarrollo radicular provoque una reduccion en la capacidad de
germinacion, posiblemente debido a que la raiz embrionaria en los mutantes

tenga mas dificultades para romper la testa de la semilla.
Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Tras analizar 62 plantas TG2, los resultados indicaron que no habia motivos
para dudar de que la linea 1317 ET MM porte un Unico inserto T-DNA con el

gen nptll funcional (Tabla 31).
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Tabla 31. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1317 ET MM.

R 2

Segregacion Kan Kan Total X
Experimento 1 Observada 20 4 24
Esperada (3:1) 18.0 6.0 0.88
Experimento 2 Observada 32 6 38
Esperada (3:1) 28.5 9.5 1.71
b lados 2 Observada 52 10 62
atos acumulados Esperada (3:1) 465 155 2.60

2 Andlisis 1* homogeneidad (x°4 = 0.01) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y*14.1.= 3.84)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Tras el analisis de cosegregacion de un inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 1317 ET MM se comprobd que no
habia asociacion entre ambos, ya que se detectaron dos plantas mutantes
sensibles a la kanamicina (Tabla 32).

Tabla 32. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1317 ET MM.

WT M
Total
Kan® Kan® Kan®
Experimento 1 17 3 3 24
Experimento 2 29 5 3 38
Datos acumulados 46 8 6 62

En esta linea ya se ha realizado el cruce de una planta mutante sensible a la
kanamicina con Solanum pimpinellifolium y se dispone de la poblacion F2 de
dicho cruce. Se han podido identificar plantas con el fenotipo mutante en dicha
poblacion y ya se dispone del material necesario para abordar la identificacion

del gen mutado mediante técnicas de genotipado por secuenciacion.
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4.1.2.5.- Mutante 1862 ET MM

Este mutante se detectd al ver que los cotiledones de algunas plantulas
procedentes de semillas TG2 tenian un color clorético en medio de
germinacion. Las plantulas mutantes desarrollaron la raiz principal de forma
normal, sin embargo, no desarrollaban raices secundarias, como lo hacian las
plantas WT, a los 7 dias de estar cultivadas en medio de germinacion (Figura
62).

Figura 62. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1862
ET MM tras 7 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.

Tras el cultivo de los apices de plantas axénicas en medio de enraizamiento,
las plantas mutantes presentaron alteraciones en el desarrollo de las raices
adventicias. Mientras que las plantas WT generaban raices adventicias en la
base y, posteriormente, generaban raices secundarias y terciarias, las plantas
mutantes formaron raices adventicias primarias mas cortas, de mayor grosor, y

sin raices secundarias (Figura 63).
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Figura 63. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1862 ET MM tras 15 dias de cultivo en medio
bésico. La barra representa 1 cm.

Para ver si este comportamiento estaba relacionado con un posible déficit en
auxinas endogenas, se disefié un experimento en el que se cultivaban apices
meristematicos de plantas WT y mutantes en medios con diferentes tipos y
concentraciones de auxinas naturales. Las plantas WT presentaron una masa
radicular mayor cuando se aumentd la concentracion de la hormona. A
concentraciones de IAA 1.0 mg-L™ y 10.0 mg-L™ se observé mayor cantidad de
raices adventicias y aumento en el desarrollo vegetativo de la parte aérea,
probablemente como consecuencia de lo anterior. Se observé que, a las
concentraciones de IAA utilizadas, las plantas mutantes presentaban un
enraizamiento adventicio claramente menor que el de las WT (Figura 64).
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| IAA 0.0 mg-L™

IAA 0.1 mg-L™?

IAA 1.0 mg-L™

IAA 10.0 mg-L™

Figura 64. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1862 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de &cido indolacético. La barra representa
lcm.

También se observd que, en todas las concentraciones de IBA utilizadas, las
plantas mutantes tenian un enraizamiento diferente de las plantas WT. Los
apices meristematicos procedentes de plantas WT cultivados en estos medios
presentaban una masa radicular mayor a medida que se aumentaba la
concentracion de la hormona. En las plantas mutantes se observé un cierto
aumento en el nimero de raices formadas a concentraciones de IBA 1.0 mg-L™
y 10.0 mg-L™. En estas condiciones las plantas tenian un mayor desarrollo
vegetativo de la parte aérea, lo cual puede estar relacionado con la produccién
de una mayor masa radicular pero, en ningun caso, la longitud de las raices

mutantes alcanzo6 a las que se forman en los apices WT (Figura 65).
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IBA 0.1 mg-L™?

IBA 10.0 mg-L"

Figura 65. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1862 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con diferentes concentraciones de acido indolbutirico. La barra representa
1lcm.

Tras estos experimentos se cultivaron apices meristematicos de plantas WT y
mutantes en medios suplementados con diferentes tipos de auxinas de
sintesis. No se observd un enraizamiento de las plantas mutantes que se
parezca a las WT en ninguno de los medios suplementados con estas
hormonas. Las plantas mutantes que se cultivaron en medio basico

suplementado con ANA (0.1 mg-L™) formaron un callo desorganizado mientras
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que las plantas WT cultivadas en estas condiciones tuvieron la capacidad de
generar raices adventicias y crecer de manera normal. Sin embargo, hubo un
cierto enraizamiento adventicio en las plantas mutantes cultivadas con 2,4,5-T
(0.1 mg-LY). De hecho, las plantas WT cultivadas en este medio también
desarrollaron un buen sistema radicular. Las plantas WT y mutantes que se
cultivaron en medios con 4-CPA y 2,4-D (0.1 mg-L™) sélo formaron un callo
desorganizado del que, en algunas plantas WT, surgian algunas pequefas

raices adventicias (Figura 66).

ANA 0.1 mg-L™?

2,4,5-T0.1 mg-L™

4-CPA 0.1 mg-L"

2,4-D 0.1 mg-L™?

Figura 66. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del cultivo de apices
meristematicos de la linea 1862 ET MM tras 30 dias de cultivo en medios
con distintos tipo de auxinas. La barra representa 1 cm.
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Se disefid un nuevo experimento para comprobar si el fenotipo identificado in
vitro se observaria también en condiciones de cultivo in vivo. Tras la siembra
de semillas TG2 de esta linea en macetas con fibra de coco, se vio que los
cotiledones de las plantas mutantes presentaban una clorosis similar a la

observada en el medio de germinacion (Figura 67).

Figura 67. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1862
ET MM tras 7 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

A los quince dias de cultivo la clorosis de los cotiledones en las plantas
mutantes se vio menos e iban adquiriendo una coloracién verde. Por otra parte,
desde las primeras etapas de su desarrollo, se observo que el crecimiento de la
parte aérea de las plantas mutantes era mas lento en comparacion con las
plantas WT. El sistema radicular de las plantas mutantes se encontraba
también alterado en estas condiciones. Aunque las plantas mutantes tenian la
capacidad de formar raices secundarias a partir de la raiz principal, todo el
sistema radicular se encontraba menos desarrollado comparado con el de las
plantas WT (Figura 68).
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Figura 68. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1862
ET MM tras 15 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

En este mutante se analizé el contenido hormonal endégeno. Se representa el
contenido relativo de las hormonas analizadas respecto de su testigo
correspondiente. En este caso, el mutante tenia un mayor contenido de la
citoquinina DHZ (triplica el contenido de las plantas WT) y del acido salicilico
(cuadriplicando el contenido de las plantas WT). Por otra parte, también se
observé una reduccion de ambas giberelinas analizadas (GA1 y GA4) respecto

del contenido de las plantas WT (Figura 69).
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Contenido hormonal relativo en hojas de 1862 ET MM
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Figura 69. Contenido hormonal endbégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 1862 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Se procedi6 a realizar injertos utilizando como parte aérea y parte radicular a
plantas mutantes y plantas WT en todas las combinaciones posibles. De esta
forma se pudo establecer la influencia que tiene la parte radicular o la parte
aérea sobre el fenotipo mutante. Se observd una reduccion en la altura total de
la planta en todas las combinaciones en que el injerto tenia al menos una parte
procedente de plantas mutantes, bien sea la parte aérea, la parte radicular o

ambas (Figura 70).
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Figura 70. Fenotipo de plantas injertadas y cultivadas en el invernadero
durante 45 dias de la linea 1862 ET MM. El injerto se representa como un
cociente en el que el numerador es el genotipo de la parte aérea y el
denominador el genotipo de la parte radicular. La barra representa 5 cm.

Esto indica que el fenotipo de este mutante esta causado tanto por alteraciones
de la parte aérea de la planta (ver comparacién entre WT / WT y M/ WT) como
de la parte radicular (ver comparacion entre (WT / WT y WT / M). Ademas,
parece que esos efectos no son aditivos ya que el desarrollo de M / M no difiere

mucho del que se observaen WT/M o M/ WT.
Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se vio en los cinco experimentos realizados. Al realizar la
prueba de la ¥ en cada uno de los experimentos para una hipétesis de una
mutacion monogeénica recesiva (3 plantas WT por cada planta mutante) nos
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indicé que no habia motivos para dudar de esta hipétesis. Tras comprobar que
las muestras eran homogéneas mediante la y* de homogeneidad y realizar el
anélisis de los datos acumulados (x? datos acumulados), la y* para una
segregacion 3 plantas WT por cada mutante se desvia ligeramente debido a
que al sumar los datos se vio un namero menor de plantas mutantes con
respecto a las esperadas (41 observadas vs 53.5 esperadas). A pesar de ello,
se podria decir que la naturaleza de la mutacién en la linea 1862 ET MM es
monogénica recesiva (Tabla 33).

Tabla 33. Analisis del modo de herencia del mutante 1862 ET MM.

Segregacion WT M Total Y’
Experimento 1 Esopte)?:cri\;a(d;:ll) 1?.;0 6(.50 24 0.00
Experimento 2 Esopt;?zcri\;a(dse:ll) 551§o 117?0 68 1.25
Experimento 3 Es(?)t;?:cri\;a?;:ll) sdefsc.)o 15.0 48 1.77
Experimento 4 Esopte)?zcri\;a(d;:ll) 3?3 127.7 51 3.45
Experimento 5 Es%t;?:cri\;a(d;:ll) 117(.53 5?7 23 0.36
Datos acumulados * E;Z?Zcri\;ag?l) 116?5 543%5 214 3.89

# Analisis Xz homogeneidad (XZH = 2.96) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x24g, .= 9.49)

Lo que podria explicar la desviacion de los datos esperados con respecto a los
observados para la clase mutante seria que existe un cierto grado de
subletalidad asociada a este fenotipo, lo cual daria como resultado una
disminucién del nimero de plantas con el fenotipo mutante. También, se debe
tener en cuenta que la alteracién en el desarrollo radicular puede provocar una
reduccion en la capacidad de germinacién, posiblemente debido a que la raiz
embrionaria en los mutantes tenga mas dificultades en romper la testa de la

semilla.
Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se observé que la linea 1862 ET

MM no era portadora de un Gnico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (x?
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DA (3:1) = 56.23 > 3.84 1 4 | s%). Por lo tanto se realiz6 un ajuste de la x* en
todos los experimentos para dos hipotesis. Si la linea portaba dos insertos T-
DNA con el gen nptll funcional, se observaria una segregacion de 15 plantas
resistentes a la kanamicina por cada planta sensible (15 Kan®: 1 Kan®). La otra
hipotesis es que la linea portaba tres insertos T-DNA con el gen nptll funcional,
en cuyo caso se observaria una segregacion de 63 plantas resistentes a la
kanamicina por cada planta sensible (63 Kan®: 1 Kan®). Los resultados de la y?
en cada uno de los experimentos individuales nos indicaron que se podrian
aceptar ambas hipoétesis. Sin embargo, tras comprobar que las muestras son
homogéneas y realizar la prueba de la y* de datos acumulados, los resultados
sugieren que hay motivos para dudar de una hipoétesis para dos insertos T-DNA
con el gen nptll funcional (x* DA as:1) = 4.34 > 3.84 1 4.1 5%)), Pero no para una

hipétesis donde haya tres (3? DA 63:1)= 2.14 < 3.84 14.1. 5%)) (Tabla 34).

Tabla 34. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1862 ET MM.

R S 2

Segregacion Kan Kan Total X

Observada 23 1
Experimento 1 Esperada (15:1) 225 15 24 0.18
Esperada (63:1) 23.6 0.4 1.06

Observada 65 3
Experimento 2 Esperada (15:1) 63.8 4.2 68 0.39
Esperada (63:1) 67.0 1.0 3.59

Observada 48 0
Experimento 3 Esperada (15:1) 45.0 3.0 48 3.20
Esperada (63:1) 47.3 0.7 0.76

Observada 49 2
Experimento 4 Esperada (15:1) 47.8 3.2 51 0.47
Esperada (63:1) 50.2 0.8 1.85

Observada 23 0
Experimento 5 Esperada (15:1) 215 15 23 1.63
Esperada (63:1) 22.6 0.4 0.37

Observada 208 6
Datos acumulados * | Esperada (15:1) 200.6 13.4 214 4.34
Esperada (63:1) 210.7 3.3 2.14

 Analisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregacion 15:1 (1.53) y
63:1 (5.48) (P>0.05; %441 = 9.49).
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Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para comprobar si alguno de los tres insertos T-DNA con el gen nptll funcional
es el responsable de la mutacién se decidio cultivar 15 plantas TG2 de fenotipo
WT resistentes a la kanamicina con el objetivo de segregar los insertos T-DNA
y detectar una linea TG3 en la que se observe el fenotipo mutante y tenga uno
o dos insertos T-DNA con el gen nptll funcional. Tras el analisis de las
progenies TG3 se detectd una en la cual se observé la mutacion y segregaba
para dos insertos T-DNA con el gen nptll funcional. Sin embargo, en esta linea
se detectd una planta mutante que es sensible al antibidtico. Con este
resultado y tras corroborar la ausencia de resistencia a la kanamicina, podemos
concluir que ninguno de los tres insertos T-DNA con el gen nptll funcional

presentes en la linea 1862 ET MM es el responsable de la mutacion.

Dado el interés de este mutante se ha analizado molecularmente para ver si la
mutacion pudiera estar causada por un inserto parcial del T-DNA o por la
insercion de un fragmento del cuerpo del vector. Para ello se ensayé una
bateria de PCR’s con amplicones que abarcan siete secuencias el T-DNA y 14
del cuerpo del vector (Figura 6). Se realizaron estas pruebas en una planta con
fenotipo mutante y sensible a la kanamicina. Todas las pruebas PCR fueron
negativas por lo que lo mas probable es que esta mutacion no esté causada
por ningun fragmento de T-DNA ni del cuerpo del vector. Por tanto, pensamos

que la mutacién observada en esta linea es de naturaleza somaclonal.

Al no haber identificado ningun fragmento de ADN de secuencia conocida que
nos permita abordar la clonacion del gen afectado mediante Anchor-PCR,
debemos utilizar otro abordaje para lograr la identificacién y clonacion de dicho
gen. En estos casos la metodologia a seguir consiste en cruzar una planta
mutante con Solanum pimpinellifolium e identificar plantas mutantes y WT entre
las plantas de la poblacién F2 de ese cruce. Tras la secuenciacién de estas
plantas se puede acotar la region cromosdémica en la que se encuentra el gen

alterado.
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4.1.3.- Identificacion y caracterizacion de mutantes con
fenotipo de muerte celular y necrosis

La muerte celular programada es un mecanismo que las plantas han
desarrollado para afrontar diversas etapas de su desarrollo (e. g.:
embriogénesis, morfogénesis foliar, desarrollo del fruto, etc.) al igual que para
defenderse de factores adversos (e. g.: ataque de patdégenos) a lo largo de su
vida. Cuando las plantas son atacadas por hongos o bacterias, se inician una
amplia gama de respuestas, dentro de las cuales esta la muerte celular
programada para detener el avance de los patdgenos. Existen, en diversas
especies de plantas, los mutantes lesion mimic mutants que exhiben manchas
espontaneas en las hojas en ausencia de estrés que son similares a las
lesiones causadas por la infeccion de patdégenos. Actualmente, se han
mapeado y clonado varios genes gracias a la identificacion de mutantes lesion
mimic mutant (Collins et al., 1999; Jiang et al., 2003; Wang J. J., 2004; Zeng et
al., 2004; Wang et al., 2005; Qiao et al., 2010). Debido a las grandes pérdidas
en la produccion en el cultivo del tomate provocadas por el ataque de
patdgenos, la busqueda de nuevas fuentes de resistencia es una constante
muy importante en el mundo de la mejora genética del tomate cultivado y la
deteccion de genes que controlan este tipo de respuestas es prioritario para

desarrollar variedades élite con una mejor respuesta a estos problemas.

En el presente Trabajo de Tesis doctoral se han identificado cuatro lineas que
presentan un fenotipo de muerte celular y necrosis. De las cuatro lineas
identificadas, en dos de ellas (1421 ET MMy 2142 ET MM) la muerte celular no
permite el desarrollo de las plantas que portan la mutacion, lo que ocasiona su
colapso y muerte. Por otro lado, en las lineas 2477 ET MM y 1512 ET MM, la
plantas presentan necrosis foliar aunque pudieron continuar con su crecimiento
de forma similar al WT. Se comprob6é que los fenotipos identificados en
condiciones de cultivo in vitro se reproducen cuando se cultivan en
invernadero. Ademas, se realizo en analisis genético de las mutaciones al igual
gue se analiza el numero de insertos T-DNA y la cosegregacion del inserto T-

DNA vy el fenotipo mutante. Tras el analisis de cosegregacion, se determind que
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en tres lineas (1421 ET MM, 1512 ET MM, 2142 ET MM) no existe, mientras
que en la otra (2477 ET MM) se ha comprobado la existencia de cosegregacion
del inserto T-DNA y el fenotipo mutante y se ha llegado a la clonacién de un

gen candidato.
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4.1.3.1- Mutante 1421 ET MM

Cuando se cultivd por primera vez este mutante se comprobd que, incluso
antes de obtener los explantes de cotileddn, ya se observaban dos fenotipos, el
WT vy otro que denominamos clorético por tener las plantulas un color mas
amarillento (Figura 71).

Figura 71. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1421
ET MM tras 7 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.

Al transcurrir diez dias de cultivo en medio de germinacion, se observaron dos
clases fenotipicas mas. Entre las plantas que eran de fenotipo WT hasta ese
momento, se observdé una mutacion que causaba la necrosis de las plantas
empezando por el cuello del tallo, posteriormente se veia como el hipocdétilo se
iba necrosando lo cual provocod que las plantas se doblaran y no pudieran
continuar con su crecimiento. A esta clase se le llamo, mutacién necrética. La
cuarta clase combinaba dos aspectos fenotipicos, clorosis y necrosis, se

denominé clordtica-necrotica (Figura 72).
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Figura 72. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1421
ET MM tras 10 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.
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Figura 73. Fenotipo de &pices meristematicos tras 5 dias de cultivo en
medio de enraizamiento y de explantes de cotiledon cultivados en medio
organogeénico de la linea 1421 ET MM. La barra representa 1 cm.
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A los pocos dias de cultivar los apices meristematicos de las plantas que
portaban la mutacion necrética (fenotipo necrotico y clorético-necrético) no se
desarrollaron ya que la respuesta necrotica provoco el colapso de las plantas
axénicas. En cuanto a los cotiledones de estas plantas, se observé también
cierta necrosis que, de forma sistematica, termind con el colapso del explante
(Figura 73).

Se realiz6 el seguimiento del desarrollo de las plantas que portaban la
mutacion necrética y se comprobo que a los ocho dias de su siembra en medio
de enraizamiento ya se via la marchitez en el hipocatilo y las plantas no podian
seguir erectas como las WT, a los 16 dias de cultivo las plantas se marchitaron

por completo (Figura 74).

Dia 3 Dia 5 Dia 8 Dia 10 Dia 16
WT

~
{ o/

Figura 74. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1421
ET MM tras la siembra en medio de enraizamiento. La barra representa 1
cm.

Sin embargo, una de las plantas necroticas pudo continuar con su crecimiento
y se pudieron tomar explantes de foliolo para ver si la alteracion que causa la
necrosis de lo cotiledones también se veia en los foliolos. Se corroboro que el
fenotipo observado en los cotiledones se repite en explantes de foliolo de hoja.
Los foliolos se veian normales sélo el primer dia de cultivo, pero a los tres dias
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se empezaron a observar ciertas zonas necroéticas y a los cinco dias ya era

evidente la necrosis. A los 12 dias los explantes se tornaron necroticos (Figura
75).

0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 5 dias 8 dias 12 dias

-DRBBBBD
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Figura 75. Fenotipo de explantes de hoja de la linea 1421 ET MM tras su
cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 cm.

Tras haber conseguido que una de las plantas que portaba la mutacion
necroética creciera con cierta normalidad en condiciones in vitro, se decidid
aclimatarla para obtener progenies TG3. Por desgracia, cuatro dias después de
ser aclimatada la planta ya presentaba sintomas muy notorios de marchitez y a

los seis dias la planta se marchité por completo y colapso (Figura 76).

Figura 76. Fenotipo de una planta axénica de la linea 1421 ET MM con
fenotipo necrético tras su aclimatacion. La barra representa 1 cm.
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El siguiente experimento se disefio para tratar de ver si los fenotipos vistos in
vitro se observaban también en condiciones de cultivo in vivo. Tras la siembra
de nuevas semillas, se comprob6 que in vivo se identificaban los mismos
fenotipos. Al analizar el desarrollo de estas plantulas se corroboré que el
tamafio de las plantas WT era superior al de fenotipo clorético, que a su vez
era claramente mayor al de las plantas con fenotipo necrético y clorético-
necrético. Ademas, se observé un fendmeno similar al visto in vitro ya que
aparecio cierta necrosis en la parte baja del hipocétilo que impedia el buen

desarrollo de las plantas con este fenotipo (Figura 77).

Clorético Necrético Clorético
necrético

Clorético Necrético Clorético
necrético

Figura 77. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1421
ET MM tras 25 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.
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En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endégeno de hojas de
plantas WT y de fenotipo necrético. Se representa el contenido relativo de las
hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso,
varias de las hormonas analizadas presentan valores que diferian de forma
significativa entre las plantas WT y las mutantes necréticas. Entre ellas resulta
interesante que la trans-zeatina presenta valores en los mutantes que
cuadriplican los observados en los correspondientes testigos. Por otra parte,
las dos giberelinas analizadas presentan una menor concentracion en las hojas

de las plantas mutantes (Figura 78).
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Figura 78. Contenido hormonal enddégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 1421 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Las mutaciones clorética y necrotica se observaron en los cuatro experimentos
realizados. El analisis de homogeneidad indic6 que las muestras eran
homogéneas. Se realizé el andlisis de la prueba de la y? para una hipétesis de
dos mutaciones independientes recesivas, en donde la planta que presentaba
el fenotipo clorético-necrético era portadora de ambas mutaciones en

homocigosis. El resultado del analisis de los datos acumulados (X2 datos
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acumulados) nos indicé que no habia motivos para dudar de que la linea 1421

ET MM tiene dos mutaciones independientes mongénicas recesivas (Tabla 35).

Tabla 35. Andlisis del modo de herencia del mutante 1421 ET MM.

Segregacion WT | M(Clo.) | M(Nec.) | M(Clo.-Nec.) | Total | *
Experimento 1 ESF?E?’ZZZZ(?:S&) a5 | a5 s s 24 1207
Experimento 2 Es;t;:\z::;n 32 g g 2 46 5.17
4 1
Experimento 3 ES;EZZZZ?;A) o | 26 26 0 4 115
Experimento 4 ES;EZZZZ?;A) 24 | a1 o1 y 22 | 520
Datos acumulados ? ES;?ZZ::?:&I) 52?6 129?9 1?9 6% 6 106 516

% Anélisis xz homogeneidad (sz = 7.26) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; x 6 4.1. = 16.92)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se evalué la resistencia al
antibiético de todas las plantas con fenotipo WT. Para el caso de las plantas
que presentaban la mutacién clorética, no fue posible evaluar la resistencia a la
kanamicina de todas las plantas ya que la mutacién provocé que algunas de las
plantas después de ser subcultivadas no crezcan. Se evaluaron 16 plantas con
el fenotipo clorético de las 22 detectadas. No se pudo analizar la resistencia a
la kanamicina de las plantas que portaban la mutacion necrética ni la Gnica
planta que presentd las dos mutaciones (clorética-necrotica) ya que estas
plantas se necrosaban y morian. Sin embargo, la segregacion que se observo
en las plantas evaluadas se ajusté a una segregaciéon 3 Kan® : 1 Kan®. Tras
realizar el test la XZ no habia motivos para dudar de que la linea 1421 ET MM

cuente con un unico inserto nptll funcional (Tabla 36).
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Tabla 36. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1421 ET MM.

Segregacién Kan"® Kan® Total x’
Experimento 1 E;Zfzrfsi) 1?5 4?5 18 0.67
Experimento 2 E;Zfzg\;aéél) 23 12 40 3.33
Experimento 3 Esopzfzgl\;azﬁl) 88.;3 2?7 11 0.03
Experimento 4 E;Z?Zcri\;\a(dsa:ll) 6?7 2?3 o 0.04
Datos acumulados * Es(z)l(jjzcl;vaa((;al) 558§5 129?5 8 0.84

2 Andlisis x> homogeneidad (y’4 = 3.23) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; y%34.1.= 7.82)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

El analisis de cosegregacion entre el Unico inserto T-DNA con el gen nptll
funcional detectado y alguno de los fenotipos mutantes nos indicé que dicho
inserto presente en la linea 1421 ET MM no es responsable de la mutacion
clorética, ya que 5 plantas con este fenotipo fueron sensibles a la kanamicina
(Tabla 37).

Tabla 37. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
clorético del mutante 1421 ET MM.

WT M (Clo.) M (Nec.) M (Clo.-Nec.)
Total

Kan® | Kan® | Kan® | Kan® | Kan® | Kan® | Kan® | Kan®
Experimento 1 11 2 4 Nd Nd Nd Nd 18
Experimento 2 20 12 5 Nd Nd Nd Nd 40
Experimento 3 6 2 2 Nd Nd Nd Nd 11
Experimento 4 7 2 Nd Nd Nd Nd Nd 9
Datos acumulados 44 18 11 Nd Nd Nd Nd 78

Para separar las mutaciones y determinar si existe cosegregacion del inserto
de T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo necrético, se cultivaron 15

plantas TG2 con fenotipo WT resistentes a la kanamicina. Tras analizar las
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progenies TG3 procedentes de 6 de estas plantas TG2 se obtuvieron los

siguientes resultados (Tabla 38).

Tabla 38. Fenotipo y resistencia a la kanamicina de 6 progenies TG3
procedentes de plantas TG2 WT Kan® de la linea 1421 ET MM.

WT M (Clo.) M (Nec.) M (Clo.-Nec.)

Kan® | Kan® | Kan® Kan® | Kan® | Kan® | Kan® | Kan®
1421-18 37 12 0 0 3 0 0
1421-16 43 0 5 0 0 0 0
1421-15 37 7 3 4 2 0 0
1421-12 44 0 2 0 8 0 0 0
1421-6 19 9 0 0 3 0 0 0
1421-1 47 0 7 0 0 0 0 0

Se han obtenido lineas TG3 segregantes para el fenotipo clorético en la que no
se han observado plantas con el fenotipo necrotico (1421-1y 1421-16 ET MM).
De igual forma, se han obtenido dos lineas TG3 que por los fenotipos
mostrados soélo portan la mutacion que causa la necrosis (1421-6 y 1421-18 ET
MM). Se comprobd la ausencia de cosegregacion del inserto T-DNA y el
fenotipo mutante necrético ya que se observaron tres plantas con la mutacion
necrética sensibles a la kanamicina en las lineas 1421-18 y 1421-15. Debido a
las dificultades que conlleva la evaluacion de la resistencia a la kanamicina en
explantes procedentes de plantas con fenotipo necrético, es conveniente
confirmar esta ausencia de cosegregacion de una forma diferente. Esto es
posible gracias a que hay otro dato que nos indic6 la ausencia de
cosegregacion. En las lineas 1421-1, 1421-12 y 1421-16, la resistencia a la
kanamicina fue homogénea, indicando que el inserto que confiere resistencia al
antibiotico se encuentra en homocigosis en las plantas TG2 correspondientes y
éstas son de fenotipo WT (Tabla 38). A pesar de no haber cosegregacion entre
un inserto de T-DNA con el gen nptll funcional y ninguna de las dos mutaciones
detectadas, se dispone del material necesario para seguir con la identificacién
de los genes alterados en ambos mutantes de forma independiente. De hecho,
ya se dispone de semillas F2 del cruce con S. pimpinellifolium.
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4.1.3.2.- Mutante 2142 ET MM

Este mutante se detect6 al ver que a los 10 dias de cultivo en medio de
germinacion algunas plantulas tenian los cotiledones necrosados y no
desarrollaron su parte aérea como lo hacian las plantulas WT. Las plantulas
mutantes tenian un menor tamafio, menor desarrollo radicular y los cotiledones
eran mas pequefios en comparacion con las plantulas de fenotipo WT (Figura
79).

Figura 79. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 2142
ET MM tras 10 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.
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Tras el subcultivo de los apices meristematicos a medio basico, a los 25 dias
de cultivo, se vio que las plantas axénicas mutantes no crecieron como lo
hacian las plantas WT. Ademas, se observo que la necrosis afectaba mas a las
hojas mas viejas y evolucionaba de manera ascendente hacia el meristemo

apical (Figura 80).

Figura 80. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristematicos de la linea 2142 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Para ver si esta mutacion se observaba en condiciones de cultivo in vivo, se
procedié a sembrar mas semillas TG2 en macetas. A los diez dias de cultivo se
comprobd que el fenotipo visto in vitro se reproduce en el invernadero. Las
plantulas mutantes tenian una menor altura y necrosis de los cotiledones. A los
30 dias de cultivo se vio que las plantas mutantes no continuaban con su
crecimiento, los cotiledones ya estaban completamente necrosados y se
observd necrosis en los foliolos mas viejos. También se vio como la necrosis
que aparece en el hipocoétilo iba progresando y dejaba este tejido cada vez mas
afectado. Probablemente ésta es la razon por la cual las plantas mutantes no
podian continuar creciendo y acaban muriendo en estas condiciones (Figura
81).
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Figura 81. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 2142
ET MM tras 10 dias (arriba) y 30 dias (abajo) de cultivo en el invernadero.
La barra representa 1 cm (arriba) y 5 cm (abajo).

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos in vitro y se observo la mutacion en 13 de las
63 plantas analizadas. El resultado del andlisis de los datos acumulados (XZ
datos acumulados) nos indic6 que no habia motivos para dudar de que el
fenotipo alterado en la linea 2142 ET MM esté causado por una mutacion
monogenica recesiva (Tabla 39).
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Tabla 39. Analisis del modo de herencia del mutante 2142 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Esiifzc:\;agsél) ig g 24 0.89
Experimento 2 Es(i)t;z;\;a(dsa:ll) 23;(.)3 9?7 39 0.08
Datos acumulados * Es(i)t;z;\;a(dsa:ll) 457(.)3 115:.37 63 0.64

2 Andlisis x° homogeneidad (x°x = 0.33) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 3% 1 4.1.= 3.84)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

El andlisis de la resistencia a kanamicina para determinar el nUmero de insertos
T-DNA con el gen nptll funcional en la linea 2142 ET MM nos indic6 que habia
motivos para dudar de que esta linea porte un unico inserto (DA .1y = 8.06 >
3.84 1 4. 1. 5w)). El ajuste de la x*a una hipétesis para dos insertos T-DNA con el
gen nptll funcional nos demostré que no habia motivos para dudar de que esta
linea porte dos insertos T-DNA (DA (15.1)= 1.15 < 3.84 1 4.1. s%)). Para comprobar
si la linea podria portar, o no, 3 insertos, se realizd6 el ajuste para una
segregacion 63:1. Los resultados de la %% nos permitié dudar de esta hipétesis
(DA (63:1) = 25.96 > 3.84 1 4 1. 5%)). Por lo tanto, podemos concluir que no hay
motivos para dudar de que la linea 2142 ET MM porte dos insertos T-DNA con

el gen nptll funcional (Tabla 40).

Tabla 40. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 2142 ET MM.

R 2

Segregacion Kan Kan Total X

Observada 21 3
; Esperada (3:1) 18 6 2.00
Experimento 1 Esperada (15:1) 225 15 24 1.60
Esperada (63:1) 23.6 0.3 18.67

Observada 36 3
; Esperada (3:1) 29.3 9.7 6.23
Experimento 2 Esperada (15:1) 36.6 2.4 39 0.14
Esperada (63:1) 38.4 0.6 9.53

Observada 57 6
a Esperada (3:1) 47.3 15.7 8.06
Datos acumulados Esperada (15:1) 59.1 3.1 63 1.15
Esperada (63:1) 62 1 25.96

% Anélisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregacion 3:1 (0.18),
15:1 (0.59) y 63:1 (2.23) (P>0.05; 1 14.1.= 3.84)

163



Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Tras el andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en la
linea 2142 ET MM se comprobdé que no existe, ya que se observaron dos
plantas mutantes sensibles a la kanamicina en los experimentos realizados
(Tabla 41).

Tabla 41. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2142 ET MM.

WT M
Total
Kan® Kan® KanR
Experimento 1 18 2 3 24
Experimento 2 28 2 8 39
Datos acumulados 46 4 11 63

Una vez que se ha descartado la posible cosegregacion de un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe
algun inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta
mutacion. De forma simultanea se van a realizar los cruces con S.

pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2.
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4.1.3.3.- Mutante 1512 ET MM

Este mutante se detectd al ver que algunas plantas presentaban un color
clorético. También se vio que las plantas que presentan la alteracion en la

coloracién tenian zonas necréticas en los foliolos (Figura 82).

/ n
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Figura 82. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &apices
meristematicos de la linea 1512 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Figura 83. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la linea 1512
ET MM tras 30 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.
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Al aclimatar estas plantas se observd que la mutacion que se via en
condiciones de cultivo in vitro se mantenia también en cultivo in vivo. A medida
que las plantas mutantes crecian en el invernadero, los nuevos foliolos que se
iban formando eran mas pequefios, de color clorético y en ellos se seguian

formando manchas necraéticas (Figura 83).

Tras haber trascurrido ocho meses de cultivo en el invernadero, las plantas
mutantes formaron inflorescencias. Las flores de las plantas mutantes no
presentaban diferencias morfoldégicas en ninguno de sus cuatro verticilos en

comparacion con las flores de las plantas WT (Figura 84).

Figura 84. Fenotipo de flores en antesis y verticilos florales de plantas
cultivadas durante ocho meses en el invernadero de la linea 1512 ET MM.
La barra representa 1 cm.

A los nueve meses de cultivo en invernadero, las plantas mutantes
desarrollaron algunos frutos. Solo se observo el desarrollo de un fruto por
inflorescencias, ya que la mayor parte de las flores se caen antes de que se
produzca el cuajado. Los frutos de las plantas mutantes, aunque eran algo mas
pequefios, tenian la misma forma que un fruto de plantas WT y daban algunas

semillas (Figura 85).
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Figura 85. Fenotipo de un fruto maduro de una planta cultivada durante
nueve meses en el invernadero de la linea 1512 ET MM. La barra

representa 1 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Para conocer el modo de herencia se analizaron 50 individuos de la linea 1512

ET MM en condiciones in vitro en dos experimentos y se vio la mutacion en

ambos experimentos. El analisis de homogeneidad indic6 que las muestras

eran homogéneas. El anélisis de los datos acumulados (y datos acumulados)

indic6 que no habia motivos para dudar de que la naturaleza de la mutacion

sea monogeénica recesiva (Tabla 42).

Tabla 42. Analisis del modo de herencia del mutante 1512 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Esopt;z(;\;a?se:ll) 1?.;5 5‘.15 22 0.55
Experimento 2 Esopt;:(;\;a?;ll) i ; 28 0.00
Datos acumulados * ES?JZ?Z(;\:?;D 33;?5 112%5 >0 0.24

? Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 0.31) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; X2 29.1.=3.84)
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Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, las 50 plantas analizadas eran

resistentes al antibiotico. Por tanto, la linea 1512 ET MM no es portadora de un

Gnico inserto nptll funcional (x* DA 31y = 16.67 > 3.84 1 ¢ 1. 5%) ¥, al menos,

debe portar dos 0 mas insertos (Tabla 43).

Tabla 43. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1512 ET MM.

R

2

Segregacion Kan Kan® Total %

Observada 22 0
Experimento 1 Esperada (15:1) 20.6 14 22 1.47
Esperada (63:1) 21.7 0.3 0.35

Observada 28 0
Experimento 2 Esperada (15:1) 26.3 1.7 28 1.87
Esperada (63:1) 27.6 0.4 0.44

Observada 50 0
Datos acumulados ? Esperada (15:1) 46.9 3.1 50 3.33
Esperada (63:1) 49.2 0.8 0.79

 Analisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregacion 15:1 (0.00) y
63:1 (0.00) (P>0.05; x°24.1.= 3.84).

Andlisis de cosegregacién del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se cultivaron 10 plantas TG2 de fenotipo WT y resistentes a la kanamicina para

intentar separar los insertos T-DNA y poder determinar si existia cosegregacion

entre uno de ellos y el fenotipo mutante. Se analizaron cinco progenies TG3

(Tabla 44).
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Tabla 44. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1512 ET MM.

WT M
Total
KanR Kan® Kan® Kan®
1512-25 50 0 18 0 68
1512-33 57 0 15 0 72
1512-36 53 3 15 0 71
1512-38 57 4 0 0 61

Dentro de las cinco progenies TG3 analizadas, se detectaron tres (1512-36,
1512-38, 1512-40) en las cuales la segregacion se ajustaba para dos insertos
T-DNA con el gen nptll funcional. Dentro de estas tres lineas, en dos de ellas
seguia apareciendo la mutacién (1512-36 y 1512-40). Se comprobd que no
existe cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante porque en la
progenie TG3 de la linea 1512-40 TG2 se detecté una planta mutante que era

sensible a la kanamicina.

Una vez que se ha descartado la posible cosegregacion de un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional con el fenotipo mutante se va a analizar si existe
algun inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta
mutacion. De forma simultdnea se van a realizar los cruces con S.

pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2.
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4.1.3.4.- Mutante 2477 ET MM

Este mutante se detectd al ver como algunos explantes de cotiledon
presentaban necrosis lateral, aunque éstos mantenian la capacidad de formar
callo y regenerar brotes. En las plantas axénicas cuyos explantes de cotiledén
presentaron necrosis también se observo la necrosis en sus foliolos (Figura
86).

Figura 86. Fenotipo de explantes de cotiledén tras 25 dias de cultivo en
medio organogénico (arriba) y de plantas axénicas procedentes de apices
meristematicos tras 15 dias de cultivo en medio basico (abajo) de la linea
2477 ET MM. La barra representa 1 cm.
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La necrosis evolucion6 de forma ascendente, es decir, se veia primero en los

foliolos de las hojas mas viejas hasta que causaba su colapso final (Figura 87).

Figura 87. Fenotipo de plantas axénicas procedentes del subcultivo de
apices meristematicos tras 25 dias de cultivo en medio basico (abajo) de la
linea 2477 ET MM. La barra representa 1 cm.

Se cultivaron mas progenies TG2 en el invernadero para corroborar si el
fenotipo visto en condiciones de cultivo in vitro se reproducia in vivo. A los 25
dias de cultivo se empez6 a ver la necrosis en los foliolos y ademas se observé
que los cotiledones de las plantas mutantes se marchitaban antes que los
cotiledones de plantas WT. A los 50 dias de cultivo la necrosis era mas
evidente, en las hojas mas viejas se veia que la necrosis provocaba que lo
foliolos se dobleran hacia abajo. Posteriormente los foliolos se volvian de color
verde amarillento, tipico de una hoja senescente y al final se separaban del
tallo (Figura 88). A pesar de todos estos cambios, las plantas mutantes dieron
flores y frutos como las plantas WT.
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Figura 88. Fenotipo de plantas procedentes de semillas de la linea 2477
ET MM tras 25 dias (arriba) y 50 dias (abajo) de cultivo en el invernadero.
La barra representa 5 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se detectd en 34 de las 129 plantas analizadas en los
cuatro experimentos realizados en condiciones de cultivo in vitro. El analisis de
homogeneidad indico que las muestras eran homogéneas y el analisis de los
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datos acumulados (3 datos acumulados) indicé que en la linea 2477 ET MM no
habia motivos para durar de un modelo de herencia monogénica recesiva para

la mutacién observada (Tabla 51).

Tabla 51. Analisis del modo de herencia del mutante 2477 ET MM.

Segregacion WT M Total Y’
Experimento 1 Esopl;zcri\;ag:il) ]éo g 12 0.44
Experimento 2 Es%kéf;??s?l) 231‘.17 8?3 33 0.09
Experimento 3 Esopl;?Z(rj\;a?Sa:ll) 1%;.;5 62.35 26 0.46
Experimento 4 Es(?)t;?:cri\;a??fl) 4‘:1;:.35 1?5 58 0.02
Datos acumulados ? Esopt;?:crj\;a(dse:ll) 9%?7 33;3 129 0.13

2 Andlisis x° homogeneidad (34 = 0.89) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 3’3 4.1. = 7.82)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

El test de resistencia a la kanamicina se ajusté a una segregacion de 3 plantas
Kan® por cada planta Kan® en tres de los experimentos realizados (1, 2, 4). En
el tercer experimento (y° DA 3.1y = 4.14 < 3.84 1 4 | sw) hay cierta desviacion de
los datos observados frente a los esperados para esta hip6tesis. Sin embargo,
el analisis de homogeneidad confirmé que las muestras son homogéneas y el
analisis de los datos acumulados nos indic6 que no habia motivos para dudar
de que la linea 2477 ET MM porta un uUnico inserto T-DNA con el gen nptll
funcional (Tabla 52).

Tabla 52. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional

de la linea 2477 ET MM.

2

Segregacion Kan"® Kan Total %
Experimento 1 E;Zfzcri\;a(dse:ll) g g 12 0.00
Experimento 2 Es%téfgévaa?ﬁ) 231‘.17 8?3 33 0.09
Experimento 3 Egt;fg(;\éa?;l) 1%;.35 éé 26 4.14
Experimento 4 Eszt;aeg;a?se:ll) 4‘:135 11(.55 58 0.21
Datos acumulados * Es%te)fg(;\éa?se:ll) 996(.)7 33;3 129 1.88

2 Andlisis x° homogeneidad (x°w = 2.57) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 3g.1.= 7.82)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

mediante técnicas de cultivo in vitro

Para saber si el inserto T-DNA presente en esta linea es el responsable de la
mutacion se realizé el ensayo de cosegregacion con el fenotipo mutante. Entre
las 129 plantas TG2 se observaron 39 plantas sensibles a la kanamicina y
todas eran de fenotipo WT las supuestas acigotas). Otras 56 plantas
presentaron fenotipo WT y eran resistentes a la kanamicina (las supuestas
hemicigotas). Por otra parte, las 34 plantas mutantes fueron resistentes a la
kanamicina (las supuestas homocigotas), por tanto, no se observd ninguna
planta mutante sensible al antibiético. Tras realizar la prueba de la y?y ver que
los datos observados se ajustaban (x> DA (1.2.1) = 2.63 < 5.99 5 4 1. 5%) a una
segregacién 1 WT Kan® : 2 WT Kan® : 1 M Kan® se puede concluir, con una
probabilidad de fallo menor del 1.8 %, que existe cosegregacion entre la
mutacion y el inserto T-DNA con el gen nptll funcional presente en la linea
2477 ET MM (Tabla 53).

Tabla 53. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2477 ET MM.

Segregacion  |WT Kan®WT Kan®| M Kan® | M Kan® | Total x’
. Observada 3 7 2 0
Experimento 1 Esperada (1:2:1) 3 6 3 0 121 o050
Experimento 2 Observada 9 15 9 0 33
Esperada (1:2:1) 8.3 16.4 8.3 0 0.27
Experimento 3 Observada 11 7 8 0 26
P Esperada (1:2:1) 6.5 13 6.5 0 6.23
. Observada 16 27 15 0
Experimento 4 Esperada (1:2:1) | 14.5 29 145 0 58 0.31
a Observada 39 56 34 0
Datos acumulados Esperada (1:2:1) | 32.3 | 644 | 32.3 0 129 | 563

# Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 4.69) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; XZ 6g.1. = 12.59)

Identificacién del gen etiguetado mediante Anchor-PCR

Para identificar las regiones flanqueantes del T-DNA insertado en la linea 2477
ET MM vy, por tanto, conocer la localizacion genomica de la insercion de dicho
T-DNA, se realizO0 un experimento de Anchor-PCR. Esta técnica permite
amplificar los bordes del T-DNA junto con el fragmento de ADN gendmico

adyacente a éste. De este modo, tras amplificar esta regidbn gendémica, se
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secuencia dicho producto de amplificacion y el resultado obtenido se analiza
contra el genoma de referencia de S. lycopersicum contenido en la base de
datos Sol Genomics Network (www.solgenomics.net). El analisis bioinforméatico
de las secuencias flanqueantes al borde derecho e izquierdo del T-DNA indic6
que dicho inserto se localiza en el cromosoma 11 del genoma de tomate,
concretamente en el quinto exén del gen Solyc119g011960.1, el cual codifica

una proteina de tipo UDP-glucosa pirofosforilasa (Figura 89).

= (=>) Q Q Q@\ SL2 50ch11| » [SL2 50ch 114310461 4313750 (3 I3 Kb
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Solycl 1g011960. 1 (UDP-Glucose pyrophosphorylase)

Figura 89. Localizacion genémica del inserto T-DNA de la linea 2477 ET
MM. Se muestra la organizacién genémica del gen Solyc11g011960.1 que
consiste en 21 exones (representados como rectangulos amarillos) y 20
intrones (representados como lineas grises).

Con el objeto de obtener informacion sobre la funcion de dicho gen, a partir de
Su secuencia proteica, se realizé una busqueda de genes homdlogos en la
especie Arabidopsis thaliana. El genoma de esta especie contiene dos genes,
AT3G03250 y AT5G17310, que codifican proteinas UDP-glucosa
pirofosforilasa. Estas proteinas son esenciales para el metabolismo de la UDP-
glucosa, un precursor de la sintesis de calosa y celulosa, componentes basicos
de la pared celular. Park y colaboradores (2010) describieron que los genes
AT3G03250 y AT5G17310 son funcionalmente redundantes. Mediante una
estrategia de genética inversa, observaron que la inhibicion de uno de estos
genes no es suficiente para provocar modificaciones en el desarrollo vegetativo
y reproductivo de A. thaliana, mientras que el doble mutante da lugar a

drasticas alteraciones en el crecimiento y esterilidad masculina.
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El genoma de tomate igualmente contiene dos genes putativos que codifican
para  proteinas  UDP-glucosa  pirofosforilasa. @ Ademas del gen
Solyc11g011960.1, etiquetado en la linea 2477 ET MM, en el cromosoma 5 se
encuentra el gen Solyc05g054060.2. Sin embargo, a diferencia de A. thaliana,
el hecho de que en la linea 2477 ET MM se hayan encontrado plantas que
muestran fenotipo mutante, sugiere que los genes Solyc119g011960.1 y
Solyc05g054060.2 son funcionalmente no redundantes, aunque seria
necesario realizar el analisis funcional comparativo de cada uno de estos dos

genes para poder establecer conclusiones mas robustas.

Analisis de cosegregacion mediante PCR del gen identificado por Anchor-

PCRy el fenotipo mutante

A partir de las secuencias flanqueantes al T-DNA, se disefiaron cebadores para
el genotipado por PCR con el objeto de comprobar si las plantas analizadas
son portadoras del inserto T-DNA (alelo mutante) en homocigosis, hemicigosis,
0 acigosis. El genotipado se realizé en una poblacion compuesta por 20 plantas
TG2 que inicialmente fueron evaluadas en condiciones in vitro para conocer su
fenotipo y su respuesta a la kanamicina. Asi, las plantas etiquetadas del 1 al 5
muestran fenotipo silvestre (WT) y sensibilidad a kanamicina (acigotas para el
T-DNA), las plantas del 6 al 14 exhiben fenotipo WT y tolerancia a kanamicina
(hemicigotas para el T-DNA), mientras que las plantas del 15 al 20 muestran

fenotipo mutante y tolerancia a kanamicina (homocigotas para el T-DNA).

El genotipado de esta poblacion TG2 se realizé utilizando dos reacciones de
PCR. El alelo WT se evalu6 mediante oligonucleotidos disefiados sobre la
secuencia gendmica del gen Solyc11g011960.1, mientras que el alelo mutante
se analizé empleando uno de los oligonucledtidos utilizados para amplificar el
alelo WT, en este caso el reverse, y un oligonucleotido del T-DNA. Los
resultados muestran que el alelo mutante amplifica Unicamente en las plantas
tolerantes a la kanamicina (homocigotas y hemicigotas para el T-DNA). Sin
embargo, el alelo WT amplifica tanto en las plantas de fenotipo WT como en las

de fenotipo mutante (Figura 90).
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Alelo WT
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Figura 90. Deteccién mediante PCR del alelo WT (sin el inserto T-DNA
gque ha etiguetado el gen clonado) o el alelo mutante (con el inserto T-DNA
que ha etiquetado el gen clonado) en 5 plantas WT Kan® (1-5), 9 plantas
WT Kan® (6-14) y 5 plantas M Kan® (15-20) de la linea 2477 ET MM.

Al tratarse de una mutacion que sigue un patrén de herencia monogénica
recesiva, el alelo WT Unicamente deberia amplificar en aquellas plantas
acigotas y hemicigotas para el T-DNA. Ante estos resultados, podria plantearse
la hipotesis de que los oligonucledtidos utilizados no sélo estén amplificando el
gen Solyc11g011960.1 sino también su homodlogo, el gen Solyc05g054060.2.
Por tanto, seria necesario diseflar una pareja de oligonucleétidos mas
especifica para poder determinar con precision si el inserto T-DNA cosegrega

con el fenotipo mutante observado en la linea 2477 ET MM.
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4.1.4.- ldentificacion y caracterizacion de mutantes con
alteraciones en la respuesta morfogenética in vitro

Por su gran valor comercial y debido que hay cultivares de tomate que, pese a
su importancia agronémica, tienen una baja respuesta morfogenética, existe un
gran interés en todo lo relacionado con la regeneracion de plantas enteras in
vitro a partir de cualquier organo, tejido o tipo celular. El avance en el
conocimiento de la base genética de este caracter tiene implicaciones basicas
ya que se sabe muy poco sobre qué genes controlan este proceso del
desarrollo e implicaciones practicas por el gran potencial que tendria en el
mundo de la mejor genética (e. g.. obtencion de plantas transgénicas,
obtencién de lineas puras por el método haplodiploide,...). En este trabajo de
Tesis hemos realizado un escrutinio que permite la identificacién de mutantes
con la respuesta morfogenética alterada a partir de un material vegetal que
regenera perfectamente en condiciones de cultivo in vitro. Las lineas con las
que se trabajaron en este proyecto se han obtenido a partir de un cultivar
(Moneymaker) que no presenta problemas para la regeneracion en nuestras

condiciones.

En este trabajo de Tesis se han identificado cinco mutantes que exhiben una
respuesta morfogenética alterada. El nivel de alteracion visto en la capacidad
de regeneracion adventicia mediante organogénesis en los mutantes fue
diferente entre ellos afectando la capacidad de formacién de callo
desorganizado, yemas adventicias o0 brotes. De los cinco mutantes
identificados, tres de ellos (1524 ET MM, 1801 ET MM, 1920 ET MM)
presentan alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in
vitro a diferentes niveles. En cambio, los otros dos no presentan alteraciones
(1311 ET MM, 2225 ET MM). En algunos de los mutantes, se realizaron
diferentes evaluaciones con distintos medios organogénicos para ver el
comportamiento que tienen los mutantes. Ademas, de algunos mutantes se
analiz6 el contenido de hormonas enddgenas por ser un aspecto clave en este
caracter. Se llevo a cabo la caracterizacion del fenotipo, el modo de herencia,

el analisis para determinar el numero de insertos T-DNA con el gen nptll
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funcional y se determind si existe cosegregacion del inserto T-DNA vy el fenotipo
mutante. A continuacion se muestran los resultados obtenidos en los mutantes

identificados con alteraciones en la respuesta morfogenética in vitro.
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4.1.4.1.- Mutante 1524 ET MM

Esta linea mutante se detecté al ver que algunos explantes de cotiledén en
medio de regeneracion formaban callo desorganizado pero no regeneraban

yemas ni brotes adventicios (Figura 91).

WT M

Figura 91. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1524 ET MM tras
25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.

Al observar los 4pices meristematicos cultivados en medio basico procedentes
de las plantulas cuyos explantes de cotiledén dieron fenotipo mutante, se vio
gue también presentaban alteraciones severas en su desarrollo vegetativo ya
gue apenas desarrollaron hojas, eran de menor altura y presentan un porte
mas débil (Figura 92).
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Figura 92. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de apices
meristematicos de la linea 1524 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Figura 93. Fenotipo de las raices embrionarias de plantulas procedentes
de semilla tras 10 dias de cultivo en medio de germinacion (arriba) y de las
raices adventicias procedentes de explantes de hipocétilo tras 25 dias de
cultivo en medio | 4.0 (abajo) de la linea 1524 ET MM. La barra representa
lcm.
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El enraizamiento embrionario de las plantulas mutantes, presentaron un menor
desarrollo, ya que la raiz principal tenia menor longitud. Sin embargo, se
formaron raices secundarias como en las plantulas WT. De forma analoga
cuando se cultivaron segmentos de hipocotilo en medio de enraizamiento (IAA
4.0 mg-L™) de plantulas WT y M las raices adventicias que se formaron en los
segmentos de las plantulas mutantes eran de menor longitud que la de
plantulas WT (Figura 93).

Se sembraron progenies TG2 para ver si la alteracion del desarrollo vegetativo
se reproducia en condiciones de invernadero. Un mes después de
germinacion, se vio que las plantas mutantes eran de menor tamafio pero las
hojas siguen siendo verdes. Cuando las plantas tenian dos meses, se observo
una clorosis severa de las hojas que posteriormente se necrosaron al igual que

el tallo. Al poco tiempo la planta terminé por morir (Figura 94).

Figura 94. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas de la linea 1524
ET MM tras 30 dias (izquierda) y 60 dias (derecha) de cultivo en el
invernadero. La barra representa 5 cm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimento en condiciones de cultivo in vitro en los cuales
se observé el fenotipo mutante. El analisis de homogeneidad indicé que las
muestras eran homogéneas y el de datos acumulados (y? datos acumulados)
nos indicé que no habia motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté

causado por una mutacién monogénica recesiva (Tabla 54).

Tabla 54. Andlisis del modo de herencia del mutante 1524 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Es?)t;:cri\;a(dsazll) i; 2 24 2.00
Experimento 2 Esopl;?:cri\;a(d;:ll) 4;1:.;7 11‘:3 65 0.46
Datos acumulados * Esopl;f:cri\;a(d;:ll) 6?3?7 222(.)3 89 0.30

# Andlisis xz homogeneidad (sz = 1.87) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x2 1g.1.= 3.84)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Para llevar a cabo el andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll
funcional, s6lo se analizaron las plantas que presentaban fenotipo WT debido a
que las plantas mutantes colapsaban antes de la evaluacion y, por tanto, no era
posible hacer el test de resistencia a la kanamicina. Por tanto, tras excluir la
clase mutante, para el caso de que haya un Unico inserto y haya cosegregacion
se realizé el ajuste para una segregacion de 2 plantas WT Kan® por cada
planta Kan® (2:1). En cambio, en el caso de que no haya asociacién fenotipo-
nptll, la segregacion se ajustaria a 3 plantas WT Kan® por cada WT Kan® (3:1).
Tras analizar 68 plantas WT (se elimina una planta WT por contaminacién), los
resultados indicaron que no habia motivos para dudar de ambas hipétesis (y?
DA 2:1)= 1.44 < 3.84 14 | s%), x° DA 3.1)= 0.08 < 3.84 1 4 | 5%)). Con todo esto, se
puede concluir que no habia motivos para dudar de que la linea 1524 ET MM
porte un unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional pero no sabemos si

existe cosegregacion con el fenotipo mutante (Tabla 55).
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Tabla 55. Analisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1524 ET MM.

R 2

Segregacion Kan Kan Total %

Observada 15 6
Experimento 1 Esperada (2:1) 14 7 21 0.88
Esperada (3:1) 15.7 5.3 0.14

Observada 35 12
Experimento 2 Esperada (2:1) 31.3 15.7 47 1.71
Esperada (3:1) 35.3 11.7 0.01

Observada 50 18
Datos acumulados ? Esperada (2:1) 46.3 22.7 68 1.44
Esperada (3:1) 51 17 0.08

% Andlisis xz homogeneidad indica que la muestras son homogéneas, para una segregaciéon 2:1 (0.06) y
3:1 (0.07) (P>0.05; y°14.1. = 3.84).

Andlisis de cosegregacién del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Al realizar el andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante
de la forma habitual sélo se pudo obtener informacion de la resistencia a la
kanamicina de las plantas WT por lo que no se obtuvo un resultado
concluyente (Tabla 55). Por lo tanto, para este mutante, se tuvo que disefiar
una estrategia en la cual fuera posible evaluar la resistencia a la kanamicina de

las plantas mutantes y asi comprobar la existencia 0 no de cosegregacion.

Para lograr este objetivo, se sembraron semillas directamente en un medio de
germinacion suplementado con 100 mg-L? de kanamicina. En estas
condiciones es posible conocer la resistencia a la kanamicina de cada planta
TG2. Posteriormente, una vez se conoce si la planta es resistente o sensible a
la kanamicina pero antes de que las plantas sensibles detengan totalmente su
desarrollo, se cultivaron los explantes de cotileddn de estas plantas para ver si
muestran fenotipo WT o mutante. De esta forma se pudo analizar la resistencia

a la kanamicina de las plantas con fenotipo mutante (Figura 95).

Con esta aproximacion se analizaron 47 plantas, de las cuales 29 fueron
resistentes a la kanamicina y 18 sensibles. Tras el cultivo de los explantes de
cotiledén en medio organogénico se obtuvo una distribucion de 41 explantes
WTy 6 M.
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Figura 95. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas tras 10 dias de
cultivo en medio de germinacion suplementado con 100 mg-L'1 de
kanamicina (arriba) y explantes de cotiledon tras 25 dias de cultivo en
medio organogénico (abajo) de la linea 1524 ET MM. La barra representa
lcm.

Al analizar los datos, dentro de las 18 plantas que fueron sensibles a la
kanamicina, 16 eran WT para la regeneracion y 2 eran mutantes. Con estos
datos, podemos concluir que no existe cosegregacion del inserto T-DNA vy el
fenotipo mutante (Tabla 56).

Tabla 56. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1524 ET MM.

WT M
Total

Kan Kan Kan Kan

Experimento 1 25 16 4 47

Con este mutante se han realizado los cruces con S. pimpinellifolium con el fin

de poder llegar a clonar el gen afectado y ya se dispone de plantas F1.
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4.1.4.2.- Mutante 1920 ET MM

La linea 1920 ET MM se detectd porque tras el cultivo de explantes de
cotiledon en medio organogénico se observaron algunos que soélo producian

callo desorganizado pero que no regeneraban brotes adventicios (Figura 96).

oty =
A

Figura 96. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1920 ET MM tras
25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.

A los 25 dias de cultivo en madio base, las plantas mutantes (i.e. aquellas
cuyos explantes de cotiledén no diferencian yemas adventicias) tenian menor
altura que las plantas WT. Sin embargo, no se observaron diferencias en
cuanto a la arquitectura de las plantas (Figura 97). Por otro lado, a los 10 dias
de cultivo en medio de germinacion, el sistema radicular embrionario de las
plantulas no presenté diferencias significativas con respecto al WT.
Adicionalmente, tras realizar la caracterizacion del sistema radicular adventicio,
se observo en las plantas mutantes una menor masa radicular en comparacién

con la de las plantas WT (Figura 98).
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Figura 97. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristematicos de la linea 1920 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Figura 98. Fenotipo de las raices embrionarias de plantulas procedentes
de semillas tras 10 dias de cultivo en medio de germinacion (arriba) y de
las raices adventicias procedentes del hipocétilo tras 25 dias de cultivo de
apices meristematicos en medio de enraizamiento (abajo) de la linea 1920
ET MM. La barra representa 1 cm.
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Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Para conocer el modo de herencia de esta mutacion se analizé un total de 39
plantas TG2. Se observo una segregacion de 30 plantas con fenotipo WT y 9
plantas con fenotipo mutante. Tras realizar la prueba de la x? para una hipé6tesis
de 3 plantas WT por cada mutante (x> DA 1) = 0.08 < 3.84 1 ¢ | s%), l0S
resultados nos indicaron que no habia motivos para dudar de un modo de

herencia monogénico recesivo para la mutacion (Tabla 57).

Tabla 57. Andlisis del modo de herencia del mutante 1920 ET MM.

Segregacion WT M Total Y’
Observada 30 9

Experimento 12 39

Xper Esperada (3:1) 29.3 9.7 0.08

2 Andlisis de la x* (P>0.05; y°14.1. = 3.84)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Para conocer el numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional, se realiz6
la prueba de la resistencia a la kanamicina y se observé una segregacion de 30
plantas resistentes y 9 plantas sensibles. De tal modo, tras realizar la prueba
de la %2 se comprobd que la linea 1920 ET MM era portadora de un Gnico
inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 58).

Tabla 58. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1920 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total x2
Observada 30 9
Experimento 12 39
P Esperada (3:1) 29.3 9.7 0.08

2 Analisis de la 2 (P>0.05; y°14.1.= 3.84)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Tras el analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en la
linea 1920 ET MM se comprobd que no existe, ya que se observaron dos

plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 59).
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Tabla 59. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 1920 ET MM.

WT M

Total

Kan Kan Kan Kan

Experimento 1 23 7 7 39

Una vez que se ha descartado la posible cosegregacion de un inserto de T-
DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante, se va a analizar si existe
algun inserto parcial de T-DNA o del cuerpo del vector que cause esta
mutacion. De forma simultdnea se van a realizar los cruces con S.
pimpinellifolium para llegar a obtener plantas F2 y poder localizar el gen

causante de este fenotipo mutante.
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4.1.4.3.- Mutante 1801 ET MM

Esta linea se detect6 al ver como los explantes de cotileddén que se cultivaron
en medio de organogénico presentaban una respuesta morfogenética diferente
a los explantes de plantas WT. Los cotiledones mutantes tenian la capacidad
de formar un callo desorganizado pero no regeneraban brotes adventicios

como lo hacen los explantes WT (Figura 99).

Figura 99. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1801 ET MM tras
25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.

Al evaluar el fenotipo de las plantas cultivadas se vio que presentaban
alteraciones muy sutiles en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in
vitro. Los foliolos de estas plantas presentaban cierto enrollamiento lo cual
impedia que se expandan de forma normal como en plantas WT. Por otra
parte, no se apreciaron diferencias en otras variables relacionadas con el
desarrollo vegetativo, tales como altura de las plantas, sistema radicular, etc.
(Figura 100).
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Figura 100. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &pices
meristematicos de la linea 1801 ET MM tras 25 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.

Sin embargo, al aclimatar las plantas que presentaban fenotipo mutante para la
regeneracién en el invernadero, se observd un cambio drastico, ya que
aparecieron alteraciones en diversos caracteres con respecto al WT. El
enrollamiento de los foliolos se veia con mas claridad, los sépalos de las flores
eran mas largos que los de plantas WT y se vio un cierto fenbmeno de
enrollamiento parecido al que se observa en los foliolos. Ademas, los frutos
eran de menor tamafo que los frutos de plantas WT y no se obtuvieron

semillas a partir de éstos (Figura 101).

191



Figura 101. Fenotipo de hojas, frutos verdes y frutos maduros procedentes
de plantas cultivadas en el invernadero de la linea 1801 ET MM. La barra
representa 5 cm.

En este mutante se ha analizado el contenido hormonal endégeno como se
describe en Material y métodos. Se representa el contenido relativo de las
hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso, el
acido abscisico y la giberelina GA1 que aumentan su contenido y el acido
jasmonico y acido indolacético que disminuye respecto del WT, presentan
valores que difieren de forma significativa entre las plantas WT y las mutantes.
Ademas, se aprecia una reduccion en el contenido endégeno de trans-zeatina
(Figura 102).
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Contenido hormonal relativo en hojas de 1801 ET MM
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Figura 102. Contenido hormonal enddégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 1801 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se analizaron 76 individuos en tres experimentos en condiciones de cultivo in

vitro y se detect6 la mutacion en 19 plantas. El analisis de homogeneidad

indic6 que las muestras eran homogéneas y el andlisis de los datos

acumulados (x? datos acumulados) indicé que no habia motivos para durar de

un modelo de herencia monogénica recesiva para la mutacion observada en la
linea 1801 ET MM (Tabla 60).

Tabla 60. Analisis del modo de herencia del mutante 1801 ET MM.

Segregacion WT M Total ¥’ 31

Experimento 1 Eszté?:g;a(dsa}l) 115?7 54.13 21 0.40
Experimento 2 Es?)té?:é\;a?sa:ll) 1%)(.)5 6(.55 26 0.05
Experimento 3 Es%té?;;a?si) 221%7 7?3 29 0.01
Datos acumulados ? Es?)t;?:(rj\;a?;:ll) 23 1; 76 0.98

# Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 0.18) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x“ 24.1. = 5.99)

193



Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, el analisis de los datos acumulados,
tras comprobar mediante el test de homogeneidad que las muestras eran
homogéneas, nos indicd que no habia motivos para dudar de que la linea 1801
ET MM porte un anico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 61).

Tabla 61. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 1801 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x?
Experimento 1 Es%téfﬁ&??&) 1?7 5:.%3 21 1.29
Experimento 2 Esopzf:cri\;a(d;:ll) 119?5 6?5 26 0.05
Experimento 3 Esopgf:cri\;a(d;:ll) 2211.17 7?3 29 0.93
Datos acumulados * Es%téfzééa?si) g% 13 76 1.12

? Andlisis x° homogeneidad (x4 = 1.15) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x° 24.1. = 5.99)

Andlisis de cosegregacién del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para saber si el inserto presente en esta linea es el responsable de la mutacion
se realizd el ensayo de cosegregacion entre el inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante. Entre las 76 plantas, se observaron 15
sensibles a la kanamicina y todas eran de fenotipo WT. El resto de plantas WT,
44 individuos, fueron resistentes a la kanamicina. Por otra parte, todas las
plantas mutantes, 17 individuos, fueron resistentes a la kanamicina. Tras
realizar la prueba de la y? y ver que esta segregacién se ajustaba a una
distribucion 1 WT Kan® : 2 WT Kan® : 1 M Kan® (3 DA (1:21y= 2.00 < 5.99 5 4 |
%)) S€ puede concluir, con una probabilidad de fallo menor del 1%, que existe
cosegregacion entre la mutacién y el inserto T-DNA con el gen nptll funcional
presente en esta linea 1801 ET MM (Tabla 62).
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Tabla 62. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo

mutante de la linea 1801 ET MM.

WT Kan®

WT Kan®

M Kan®

2

Segregacion Total %
. Observada 3 14 4 0
Experimento 1| poperada (1:2:1) | 5.2 10.6 5.2 0 21 1 543
Experimento 2 Observada 7 13 6 0 26
P Esperada (1:2:1) | 65 13 6.5 0 0.08
Experimento 3 Observada 5 17 7 0 29
P Esperada (1:2:1) 7.2 14.6 7.2 0 1.14
a Observada 15 44 17 0
Datos acumulados ™| £ 2o (121y | 19 38 19 0 6 | 500

? Andlisis x2 homogeneidad (XZH = 1.64) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 4g9.1.=9.48)

Evaluacion de la expresion del gen delator

Al estudiar el patron de expresibn GUS, se ha detectado su presencia en
explantes de cotiledon, limbo de foliolo, raquis de hoja y tallo. El patron de
expresion del gen delator, visto en las plantas mutantes y en las WT KanR, ha

resultado ser ubicuo en todos los explantes analizados (Figura 103).

Figura 103. Expresion del gen delator uidA en explantes de cotiledon
(parte superior) y explantes de tallo, raquis y limbo de hoja (parte inferior)
de plantas acigotas para el T-DNA (parte izquierda) y portadoras del T-
DNA (parte derecha) de la linea 1801 ET MM. La barra representa 1 cm.

Actualmente se estd abordando la clonacion del gen etiquetado para,
posteriormente, poder realizar su analisis funcional.
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4.1.4.4.- Mutante 1311 ET MM

Este mutante se detectd al observar que al cultivar explantes de cotiledon en

medio organogénico algunos de los explantes sélo generan un callo

desorganizado y en otros se ve la generacion de estructuras similares a hojas,

mientras que en los explantes de fenotipo WT se forman yemas y apices

meristematicos en las mismas condiciones (Figura 104).

WT M M
, |' .

Figura 104. Fenotipo de explantes de cotiledon de la linea 1311 ET MM
tras 25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.

Los explantes de cotiledbn que no regeneraron brotes adventicios

no

presentaban ninguna alteraciébn en su reaccién de herida, es decir, en las

primeras rondas de division celular que suelen producirse tras el cultivo de los

explantes. Sin embargo, tras veinticinco dias de cultivo los explantes mutantes

sélo generaron estructuras similares a hojas pero sin la presencia aparente de

brotes adventicios (Figura 105).
WT

Figura 105. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1311 ET MM
tras 0, 7 y 30 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1
cm.
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Ante la duda que se plantea de si esas estructuras que se forman realmente
van acompafadas de lo que cabria calificar como un brote adventicio, se
realizaron cortes histologicos del callo perpendiculares al nervio del explante.
De esta forma se pudo observar con mas detalle que en los callos de fenotipo
mutante no se observaron brotes adventicios con un meristemo apical
organizado (Figura 106).

Figura 106. Cortes histoldgicos de la linea 1311 ET MM. Corte transversal
de callos organogénicos de explantes de cotiledén cultivados 25 dias en
medio de regeneracion. La flecha roja indica donde esta (WT) o deberia
localizarse (M) el meristemo apical. Las flechas azules indican la formacion
de estructuras nodulares. La barra representa 1 mm.

Ademas, para comprobar la ausencia de meristemos apicales, se cultivaron los
explantes de cotiledon que habian pasado un mes en medio organogénico a un
medio de elongacion (IK 4.0 4.0). Tras veinte dias de cultivo, no se vio la
elongacién de ningun brote en los explantes mutantes, sino que lo Unico que se

observé es que las hojas aumentaban de tamafo. En cambio, en los callos del
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WT, las yemas adventicias originaron brotes que elongaron normalmente
(Figura 107).

Figura 107. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 1311 ET MM
cultivados en un medio organogénico durante 25 dias y después
subcultivados a un medio de elongaciéon durante 20 dias mas. La barra
representa 1 cm.

Para comprobar si el desarrollo anormal de los brotes estaba relacionado con
una concentracion insuficiente de citoquininas en el medio organogénico, se
cultivaron explantes de cotiledén en medios con alguna modificacion en su
composicion hormonal: doble concentracion de zeatina, de kinetina o de ambas
citoquininas. Como no se obtuvieron resultados significativos con este
experimento, se decididé probar el cambio del tipo de citoquinina empleada. La
zeatina y la kinetina se reemplazaron en el medio de cultivo por otras
citoquininas tales como 6-benciladenina y tidiazuron. En uno de ellos se afade
2.0 mg-L™* de 6-benciladenina en lugar de la kinetina. En estas condiciones se
vio que los explantes mutantes formaron callo desorganizado y sélo se vio la
generacion, como en el IKZ, de pequefias hojas. En el segundo medio utilizado

la Gnica citoquinina utilizada fue 1.0 mg-L™ de tidiazuron. En estas condiciones
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de cultivo, los explantes mutantes s6lo generaron un pequefio callo
desorganizado mientras que los explantes WT formaron un callo desorganizado
de mayor tamafio y se observo la regeneracion de estructuras vegetativas. Con
este experimento se comprobd que la presencia de otras citoquininas de tipo
adenina y fenilurea en el medio de regeneracion habitual, no revierten el

fenotipo mutante ya que no se forman estructuras organogénicas.

Para ver la influencia del explante de partida en el fenotipo mutante se
cultivaron segmentos de hipocétilo en medio de regeneracién. Se observaron
diferencias en cuanto a la respuesta morfogenética del mutante con respecto al
WT. Los explantes procedentes de plantulas mutantes no produjeron tanto callo
desorganizado como los WT. Sin embargo, aunque los explantes de hipocotilo
del mutante tenian menor capacidad morfogenética, en algunos de los
explantes se vio la regeneracion de &pices meristematicos, lo cual no se

observé en ningan caso a partir de explantes de cotiledon (Figura 108).
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Figura 108. Fenotipo de explantes de hipocétilo de la linea 1311 ET MM
cultivados durante 25 dias en medio de regeneracion. La barra representa
lcm.

Los segmentos de hipocétilo de plantulas mutantes se subcultivaron en un
medio de elongacién de los apices (IK 4.0 4.0) para ver si se formaban plantas
completas. Tras el subcultivo de segmentos WT y M se vio que los apices
meristematicos formados a partir del cultivo de segmentos de hipocatilo
mutante no elongaban como los procedentes de explantes WT. Sin embargo,
tras el posterior subcultivo a medio de enraizamiento de los brotes mutantes,
éstos desarrollaron raices y siguieron creciendo hasta formar una planta
completa (Figura 109).
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Figura 109. Fenotipo de explantes de hipocatilo cultivados durante 25 dias
en medio de regeneracion y otros 25 en medio de elongacion (arriba) y de
los brotes cultivados en medio de enraizamiento (abajo) de la linea 1311
ET MM. La barra representa 1 cm.

Las plantas regeneradas a partir de explantes de hipocétilo de fenotipo mutante
no presentaban alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de
cultivo in vitro y crecieron de la misma manera que lo hacian las plantas cuyos

explantes de cotiledén fueron de fenotipo WT.

En cuanto al enraizamiento de las plantas mutantes, no se observaron
diferencias significativas con las plantulas WT procedentes de semillas. El
sistema radicular embrionario de plantulas mutantes 18 dias después de su
germinacion no difiere en ninguno de los caracteres anailzados con respecto a

plantulas WT. En cuanto al enraizamiento adventicio a partir del cultivo de
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apices meristeméticos y yemas axilares tampoco se observaron diferencias
entre WT y M (Figura 110).

Figura 110. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de &apices
meristematicos de la linea 1311 ET MM tras 30 dias de cultivo en medio
bésico. La barra representa 1 cm.

En resumen, los callos de los explantes de la linea 1311 ETMM diferencian
yemas adventicias pero no desarrollan brotes normales. Los analisis
histologicos revelan que su desarrollo anormal se debe a un defecto en la
organizacion de los meristemos apicales adventicios. Desde nuestro punto de
vista, lo mas destacable es que el desarrollo de las plantulas mutantes no
presenta ninguna alteracion, lo que indica que el gen alterado cumple un papel

especifico en el desarrollo de meristemos adventicios.
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Por dltimo, en este mutante se ha analizado el contenido hormonal endégeno
como se describe en Material y métodos. Se representa el contenido relativo de
las hormonas analizadas respecto de su testigo correspondiente. En este caso,
se observan diferencias significativas en acido abscisico, acido salicilico y
trans-zeatina. En los tres casos el contenido hormonal del mutante es menor
que el WT (Figura 111).

Contenido hormonal relativo en hojas de 1311 ET MM
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Figura 111. Contenido hormonal enddégeno en las hojas de plantas
mutantes de la linea 1311 ET MM. Se representa la diferencia relativa de
cada hormona analizada del mutante respecto del cv. Money Maker ((M-
WT)/WT). El asterisco representa que existe diferencia significativa (test t:
P<0,05) entre la media de la concentracion del WT y del mutante.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos y la mutacion se manifestd en ambos. El
analisis de homogeneidad indic6 que las muestras eran homogéneas. El
resultado del anélisis de los datos acumulados (y3* datos acumulados) nos
indic6 que no habia motivos para dudar de que el fenotipo alterado esté
causado por una mutacion monogénica recesiva en linea 1311 ET MM (Tabla
63).
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Tabla 63. Analisis del modo de herencia del mutante 1311 ET MM.

Segregacion WT M Total x’
Experimento 1 Esopt;fz(;\;a?;n 1?5 51.15 22 0.54
Experimento 2 Es(z)t;z;\;a(dsa:ll) 226?3 82.37 35 0.08
Datos acumulados * ES(E)Z?Z;Vaa((;al) 442?7 1]‘-53 57 0.47

2 Andlisis x* homogeneidad (x°x = 0.16) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x°1 4.1.= 3.84)

Andlisis genético del numero de insertos T-DNA

Tras analizar un total de 57 plantas TG2, los resultados indican que no hay
motivos para dudar de que la linea 1311 ET MM porte un Unico inserto T-DNA
con el gen nptll funcional (Tabla 64).

Tabla 64. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de lalinea 1311 ET MM.

Segregacion Kan"® Kan® Total x’
. Observada 16 6
Experimento 1 22
P Esperada (3:1) 16.5 5.5 0.06
. Observada 27 8
Experimento 2 35
P Esperada (3:1) 26.3 8.7 0.08
Datos acumulados ? Observada 43 14 57
Esperada (3:1) 42.7 14.3 0.01

® Andlisis Xz homogeneidad (XZH = 0.14) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; XZ 19.1.=3.84)

Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se comprobd que no existe cosegregacion del inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 1311 ET MM, ya que se observaron
tres plantas mutantes sensibles a la kanamicina en los dos experimentos
realizados (Tabla 65).
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Tabla 65. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo

mutante de la linea 1311 ET MM.

Total

22

WT
Kan Kan Kan
Experimento 1 13 5 3
Experimento 2 21 6 6
Datos acumulados 34 11 9

35

57

Al comprobar que no existe cosegregacion entre ningan T-DNA con el gen nptll

funcional y el fenotipo mutante, se han realizado cruces entre plantas mutantes

y plantas de Solanum pimpinellifolium. Tras la obtencion de semillas F1 y su

cultivo se ha conseguido

la generacion de semillas F2 mediante

autofecundacién. En este material se han identificado individuos mutantes y

WT mediante el cultivo de explantes de cotiledén en medio organogénico y se

ha guardado material vegetal de suficientes individuos (40 plantas de cada

fenotipo) para abordar la identificacion del gen mutado mediante técnicas de

genotipado por secuenciacion.
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4.1.4.5.- Mutante 2225 ET MM

Este mutante se detectdé al cultivar explantes de cotiledon en medio
organogénico. Se observdé que los explantes procedentes de plantulas
mutantes soOlo generaron un pequefio callo desorganizado, tenian una

coloracién clordtica y, en ningun caso, formaron yemas adventicias (Figura
112).

Figura 112. Fenotipo de explantes de cotiledon de la linea 2225 ET MM
tras 25 dias de cultivo en medio organogénico. La barra representa 1 mm.

WT M

Figura 113. Fenotipo de plantas axénicas procedentes de 4apices
meristematicos de la linea 2225 ET MM tras 15 dias de cultivo en medio
basico. La barra representa 1 cm.
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Tras el cultivo de los 4pices meristeméticos en medio basico no se observo
ninguna alteracion respecto de las plantas WT en su desarrollo vegetativo en

condiciones de cultivo in vitro (Figura 113).

El sistema radicular embrionario que se obtuvo a partir del cultivo de semillas
en medio de germinacion durante 18 dias tenia la capacidad de elongar la raiz
principal de manera normal y se observé la emergencia de raices laterales
como ocurria en plantulas WT. Al igual que ocurrié con la raiz embrionaria, en
el sistema radicular adventicio no se observaron diferencias entre las plantas

WT y las mutantes (Figura 114).

Figura 114. Fenotipo de las raices embrionarias de plantulas procedentes
de semillas tras 10 dias de cultivo en medio de germinacion (arriba) y de
las raices adventicias procedentes del hipocétilo tras 25 dias de cultivo de
apices meristematicos en medio de enraizamiento (abajo) de la linea 2225
ET MM. La barra representa 1 cm.

Para estudiar con detalle el proceso que sufren los explantes de cotiledon
procedentes de plantulas mutantes respecto de explantes WT, se realizé el
seguimiento de su desarrollo. Se observé que los explantes de cotiledén
mutantes presentaban una pérdida gradual de clorofila, a diferencia de lo que

ocurria con los explantes WT. A los diez dias de cultivo en medio organogénico
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los explantes mutantes tenian un color totalmente clorético. Ademas, los
explantes mutantes no sintetizaban lo que parecen ser antocianos como lo
hacian los explantes WT. En el envés de explantes mutantes no se observo la
tipica coloracion rojiza de los explantes WT. Sélo se pudo ver esta coloracion
de forma tenue a los tres dias en el envés de los explantes. Por otra parte, en
cuanto a la formacién de callo desorganizado, se observé claramente en los
explantes WT con 10 dias de cultivo mientras que en ese momento no se
observa ningun crecimiento celular en los explantes mutantes. Por ultimo, tras
15 dias de cultivo y en etapas posteriores, se observo con claridad la formacién
de estructuras organogénicas, primero yemas y luego apices, en los explantes
testigo mientras que en los mutantes tan solo se observé la formacion de un

pequefio callo desorganizado con aspecto necratico (Figura 115).

0 dias 3 dias 10 dias 15 dias 20 dias 24 dias

==

Figura 115. Fenotipo de explantes de cotiledén de la linea 2225 ET MM en
diferentes momentos de su desarrollo tras ser cultivados en medio
organogénico. En la parte superior de la figura hay explantes de fenotipo
normal (linea superior el haz y linea inferior el envés) y en la parte inferior
explantes de fenotipo mutante (linea superior el haz y linea inferior el
envés). La barra representa 1 cm.
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Se realiz6 el ensayo de regeneracién en medio organogénico con explantes de
hojas para ver si lo observado con explantes de cotiledon se reproducia en
explantes de foliolo. Se corrobor6é que lo observado en cotiledones mutantes
también se veia en explantes de foliolo, en los que también ocurria la pérdida
de la clorofila, la formacién de pequefios callos desorganizados y la
incapacidad de regenerar yermas adventicias (Figura 116).

M

T3

Figura 116. Fenotipo de explantes de foliolo de la linea 2225 ET MM a los
25 dias de cultivo en medio organogénico (a la izquierda haz y a la
derecha envés). La barra representa 1 cm.

WT
IKZ4.08.01.0 ’ .

, [
IKZ 4.0 4.0 2.0 Lol

Figura 117. Fenotipo de explantes de cotiledon de la linea 2225 ET MM a
los 25 dias de cultivo en medio organogénico con distintas concentraciones
de citoquininas (izquierda haz y derecha envés). La barra representa 1 cm.

M

IKZ 4.08.0 2.0
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Se cultivan explantes de cotiledon de tres medios organogénicos en los cuales
se aumentaban los niveles de citoquininas. En el Unico medio que se obtuvo
una respuesta diferente a la vista hasta ese momento es en el medio en el cual
solamente se duplica la concentracién de la kinetina (IAA 4.0 mg-L™ Kinetina
8.0 mg-L" Zeatina 1.0 mg-L*, IKZ 4.0 8.0 1.0). En estas condiciones se
observo que los explantes mutantes generaron cierto callo desorganizado. Sin
embargo, en ningun caso se observd la presencia de estructuras

organogénicas (Figura 117).

Por otra parte, dado el fenotipo de este mutante, también se -cultivaron
explantes de cotiled6n y de foliolo en un medio que favorece la formacion de
callo desorganizado en tomate (DNB 1.0 2.0 1.0: MB3 + 2-4 D 1.0 mg-L™* +
NAA 2.0 mg-L? + 6-Benciladenina 1.0 mg-L}). En estas condiciones, a
diferencia de lo observado en el medio organogénico, los explantes de

cotiledon y de foliolo mutantes formaron un callo desorganizado similar al que

forman los explantes WT (Figura 118).
WT

Figura 118. Fenotipo de explantes de cotiledén (arriba) y hoja (abajo) de la
linea 2225 ET MM a los 25 dias de cultivo en medio de induccion de callo
desorganizado (izquierda haz y derecha enveés). La barra representa 1 cm.

M

En resumen, la mutacion presente en la linea 2225 ETMM impide la formacién
de callo dependiendo de la composicién de reguladores del crecimiento en el

medio de cultivo. Sin embargo, la planta mutante no tiene afectado el desarrollo
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vegetativo in vitro, lo que indica que la mutacién no afecta a los procesos de
divisién celular in planta, sino que su efecto esta restringido a la proliferacion

celular a partir de las zonas de corte de los explantes cultivados in vitro.

Se aclimataron plantas mutantes para la obtencion de semillas TG3 y para
evaluar su fenotipo in vivo. Estas plantas no presentaban alteraciones
significativas en su desarrollo vegetativo en condiciones de invernadero. Sin
embargo, las flores de plantas mutantes tenian los pétalos mas delgados.
Ademas, los frutos de las plantas mutantes eran mas pequefios que los de las
plantas WT. Adicionalmente, la testa de las semillas procedentes de plantas
mutantes tiene zonas de color marrén, lo cual podria indicar una cierta
necrosis. Ademas, la parte distal de la radicula embrionaria se encontraba en el

exterior de la cubierta de la semilla. (Figura 119).
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Figura 119. Fenotipo de las flores, frutos maduros y semillas de la linea
2225 ET MM procedentes de plantas cultivadas en el invernadero. La barra
representa 1 cm.

Cuando se esterilizaron las semillas procedentes de frutos rojos de la forma
habitual y se cultivaron en medio de germinacion no crecié ninguna plantula.
Probablemente el proceso de necrosis y/o la andmala emergencia del
meristemo radicular pueden explicar esto. Para profundizar en las
caracteristicas de este mutante e intentar obtener plantas a partir de semillas
mutantes se decidié ampliar su estudio con frutos verde-inmaduros y de frutos
verde-maduros. En el caso de frutos verde-maduros se observd una menor
incidencia de manchas marrones en las cubiertas de las semillas, sin embargo,
cuando de se extraen las semillas directamente de los frutos y se cultivaron en

medio de germinacion, éstas tampoco germinan (Figura 120).
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Figura 120. Fenotipo de frutos verde-maduros y semillas extraidas de esos
frutos (arriba) de la linea 2225 ET MM vy cultivadas en medio de
germinacion (abajo). La barra representa 1 cm.

Las semillas de plantas mutantes que provienen de frutos verde-inmaduro no
presentaban manchas color marrén. Ademas, cuando se sembraron las
semillas en medio MG se consigui6 la germinacion de alguna de ellas, pero las
plantas que se formaban presentaron ciertas alteraciones que no permiten un
crecimiento normal, como si ocurria en plantas procedentes de semillas WT en

ese mismo estado de desarrollo (Figura 121).
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Figura 121. Fenotipo de frutos verde-inmaduros y semillas extraidas de
esos frutos (arriba) de la linea 2225 ET MM y cultivadas en medio de
germinacion (abajo). La barra representa 1 cm.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

La mutaciéon se observd en los tres experimentos realizados. El analisis de
homogeneidad indicé que las muestras eran homogéneas. Sin embargo, cabe
sefalar que los resultados del experimento 1, a diferencia de los experimentos
2 y 3, se desviaron de esta segregacién. Ademas, el resultado del analisis de
los datos acumulados (3 datos acumulados) fue significativa para una hipétesis
de una mutacién monogénica recesiva (x> DA 1) = 5.12 > 3.84 1 4 | sw)- A
pesar de estas desviaciones, la segregacion observada sugiere que el modo de

herencia de la mutacién es monogénica recesiva (Tabla 66).
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Tabla 66. Analisis del modo de herencia del mutante 2225 ET MM.

Segregacion WT M Total x’
Experimento 1 E;Z?Z;\;a?;:ll) 1?5 4%5 18 3.63
Experimento 2 Es(;t::cri\;a?;:ll) 3(7) S 36 1.33
Experimento 3 Es(;t::cri\;a?;:ll) 33:7 1?.3 45 1.25
Datos acumulados * Es(;t::cri\;a?;:ll) 73%3 2?7 %9 5.12

% Andlisis xz homogeneidad (XZH = 1.09) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; xz 2g.1.=5.99)

La explicacién para el desvio de la prueba de la y? podria ser un cierto grado
de subletalidad que se asocia al fenotipo mutante, lo que justificaria un menor
namero de plantas mutantes, fendmeno que se observa en los tres

experimentos y, obviamente, en los datos acumulados.

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Los resultados indicaron que no habia motivos para dudar de que la linea 2225

ET MM porte un Gnico inserto T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 67).

Tabla 67. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional
de la linea 2225 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total x2
Experimento 1 E;Zfzgz/aa:;l) 1?5 4?5 18 0.18
Experimento 2 E;Zfzgz/aa:;l) 53 g 36 0.15
Experimento 3 E;Zfzga?;l) 3?7 111?3 45 0.18
Datos acumulados * E;Zfaec:\;a?3e:ll) 71(.53 2?7 % 0.16

2 Andlisis x* homogeneidad (y°u = 0.24) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; 322 4.1.= 5.99)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se comprobd que no existe cosegregacion del inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 2225 ET MM, ya que se observaron
cinco plantas mutantes sensibles a la kanamicina entre los tres experimentos
realizados (Tabla 68).

Tabla 68. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo
mutante de la linea 2225 ET MM.

WT M
Total
Kan"® Kan® Kan"®
Experimento 1 14 4 0 18
Experimento 2 24 6 4 36
Experimento 3 29 8 6 45
Datos acumulados 66 18 10 99

Al comprobar que no existe cosegregacion entre ninguan T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante se han realizado diferentes cruces entre plantas
mutantes y plantas de Solanum pimpinellifolium. Tras la obtencion de semillas
F1 y su cultivo se ha conseguido la generacién de semillas F2 mediante
autofecundacién. En este material se han identificado individuos mutantes y
WT mediante el cultivo de explantes de cotiledén en medio organogénico y se
ha guardado material vegetal de suficientes individuos (40 plantas de cada
fenotipo) para abordar la identificacion del gen mutado mediante técnicas de

genotipado por secuenciacion.
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Discusion
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5.1.- Identificaciobn de mutantes en tomate mediante la

utilizacion del cultivo in vitro

El estudio de mutantes es una estrategia clasica y probablemente la
herramienta genética mas valiosa para profundizar en el conocimiento de los
genes que son responsables de los procesos biologicos. Ademas de su gran
importancia econémica, el tomate (Solanum lycopersicum) presenta diversas
caracteristicas que lo hacen una especie interesante para la investigacion.
Presenta un genoma relativamente pequefo (950 Mb) y, gracias a esfuerzos de
entidades tanto publicas como privadas, se dispone de una gran coleccion de
germoplasma, tanto de la propia especie como de especies silvestres
relacionadas. Ademas, se han realizado multiples avances metodolégicos que
han permitido poner a punto distintos protocolos para poder investigar esta
especie entre los que destacan varios de transformacion genética. Por todo
ello, el tomate se considera un organismo modelo para el estudio de caracteres

de interés agronémico como, por ejemplo, el desarrollo del fruto.

Generalmente, el escrutinio e identificacion de mutantes de tomate se realiza
mediante el fenotipado de poblaciones mutagenizadas cultivadas en el campo
o el invernadero. Las plantas se evaluan para detectar mutantes de caracter
dominante y se cosechan las semillas para detectar mutaciones recesivas.
Para la deteccion de mutantes en tomate, se ha utilizado preferentemente el
cultivar Micro-Tom. Esto es debido a que este cultivar presenta una estatura
pequefia (15-20 cm), tiene una ciclo de vida corto (70-90 dias), se pueden
cultivar las plantas en un espacio reducido y es facil de transformar mediante
Agrobacterium tumefaciens (Meissner et al.,, 1997; Emmanuel y Levy, 2002;
Sun et al.,, 2006). De esta forma, se han detectado 1,048 mutantes tras el
escrutinio de una poblacion de 9,183 lineas M1 obtenidas mediante
mutagénesis con EMS y rayos gamma en Microtom (Saito et al., 2011).
También, se han obtenido 2,932 lineas mutantes obtenidas con elementos

transponibles de maiz (Meissner et al., 2000).
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En el presente trabajo se ha utilizado una coleccién de lineas mutagenizadas
de tomate generada a partir del cultivar comercial Moneymaker. La planta de
Moneymaker tiene un habito de crecimiento indeterminado y tiene un ciclo de
vida de hasta dos afos. En nuestro laboratorio, se cuenta con un método de
transformaciéon con una elevada eficacia Gtil (nUmero de plantas transgénicas
diploides procedentes de eventos de transformacion independientes/nimero de
explantes transformados). En el caso de tomate, disponemos de un método de
transformacion que tiene una eficacia util en torno al 20-25%. Esto quiere decir
que por cada 100 explantes del cultivar Moneymaker que se inoculan con
Agrobacterium tumefaciens, se obtienen entre 20 y 25 plantas transgénicas
diploides procedentes de eventos de transformacion independientes. En
nuestro caso y en colaboraciéon con los grupos dirigidos por la Dra. Bolarin
(CEBAS - Murcia) y el Dr. Lozano (Universidad de Almeria), se ha utilizado la
mutagénesis insercional con T-DNA como herramienta para la generacion de
mutantes que afecten a diversos caracteres de tomate. A partir del estudio de
estos mutantes se pretende identificar y posteriormente clonar los genes
afectados. Para alcanzar este objetivo se ha generado y evaluado alrededor de
7,000 lineas transgénicas, dentro de las cuales se incluye tomate y también
especies silvestres relacionadas como, S. pimpinellifolium, S. pennelli y S.
galapagense que presentan mayores niveles de tolerancia a estreses abioticos

como la sequia y salinidad.

Como ya se ha comentado previamente, la mayor parte de las evaluaciones
que se ha llevado a cabo en colecciones de lineas mutagenizadas se realizan
mediante el cultivo de las plantas en invernadero. Aunque para detectar algun
tipo de mutante, por ejemplo, los afectados en el desarrollo del fruto, es
imprescindible hacer las evaluaciones de esta forma, nosotros hemos utilizado
el cultivo in vitro como estrategia para la deteccién de mutantes afectados en
caracteres del desarrollo temprano. Las principales ventajas de esta
metodologia son su fiabilidad, la menor necesidad de espacio y tiempo y la
deteccién de fenotipos mutantes dificiles, o incluso imposibles de identificar,

mediante la evaluacion de plantas en invernadero.
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Para detectar mutantes por sus alteraciones fenotipicas es importante que las
condiciones ambientales en las que crecen las plantas sean lo mas
homogéneas posibles para que los mutantes detectados por sus alteraciones
fenotipicas sean producto de cambios genéticos. Esta metodologia de
evaluacion es mas fiable ya que las condiciones ambientales (iluminacién,
temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes,...) que podrian alterar el
fenotipo de las plantas en cultivo in vitro estan mas controladas que en el
invernadero. Ademas, las plantas no estan sometidas a ningun estrés biotico

(plagas y enfermedades) que pueda alterar su fenotipo.

Por otra parte, esta evaluacion ofrece ventajas en comparaciébn con otros
métodos de deteccion de mutantes en tomate, como el menor requerimiento de
espacio. Por ejemplo, para evaluar 100 progenies (2,400 plantas) de lineas T-
DNA del cultivar comercial Moneymaker se necesitaria unos 1,000 m? de
invernadero mientras que la evaluacién de este mismo numero de plantas en
cultivo in vitro ocupa 8 m? de una camara de cultivo. Gracias a esta ventaja, en
el presente trabajo se han evaluado 762 lineas T-DNA para lo que ha sido

necesario cultivar mas de 18,000 plantas.

Adicionalmente, la utilizacién del cultivo in vitro ha permitido identificar y
avanzar mas rapidamente en la caracterizacion de algunos mutantes. Los
ciclos de cultivo en estas condiciones son mas cortos que en el invernadero y
€so0 permite avanzar mas rapidamente en la obtencién de resultados. Ademas,
en algunos casos, gracias al cultivo in vitro se han podido identificar varios
mutantes que presentan alteraciones en la raiz. Su caracterizacion se ha
completado de forma mas rapida y eficiente que si las plantas hubieran estado
cultivadas in vivo ya que las plantas se encontraban cultivadas en un medio

con agar que permite visualizar el desarrollo de las raices.

La utilizacion del cultivo in vitro aporta ventajas cuando se trabaja con mutantes
gue son dificiles de evaluar mediante otros métodos. Este método de deteccién
posibilita caracterizar los mutantes con mas precision, ya que al tenerlas
cultivadas in vitro, se puede ver toda la planta desde la raiz hasta la parte

aérea y asi determinar qué partes estan mas afectadas y cuando aparecen los
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primeros sintomas. Ademas, permite caracterizar mutaciones que afectan el
desarrollo inicial de las plantas, por ejemplo, los mutantes letales. Los mutantes
llamados seedling-lethal son complicados de estudiar en condiciones de cultivo
in vivo debido a que las plantas colapsan en estadios del desarrollo temprano o
sélo son capaces de desarrollar un par de hojas verdaderas y luego mueren. El
cultivo in vitro facilita el crecimiento de las plantas que portan este tipo de
mutaciones, ya que las condiciones de cultivo estan mas controladas, las
plantas se encuentran en un cultivo axénico, alejadas de los estreses que

conlleva el cultivo en invernadero y con mayor disponibilidad de nutrientes.

En este laboratorio ya se habian identificado 14 mutantes con fenotipo de
albinismo y/o letalidad. Tres de estos mutantes de tomate se han encontrado
recientemente y aun se continla su investigacion (Sanchez Martin-Sauceda,
2016). Tada y colaboradores (2014) utilizaron el cultivo in vitro para caracterizar
el mutante seedling lethal (ppi2-2) de Arabidosis. También, existen mutaciones
que alteran el desarrollo de las raices y en algunos casos las plantas no son
capaces de sobrevivir cuando se cultivan en el invernadero. El cultivo in vitro
permite mantener las plantas que presentan este tipo de alteraciones y
evaluarlas. Por ejemplo, en este laboratorio se ha identificado un mutante de S.
pennellii con alteraciones en el desarrollo radicular que no es capaz de
sobrevivir cuando se cultiva en el invernadero. El cultivo in vitro permitio
realizar evaluaciones del comportamiento de este mutante cuando se cultivaba
en medios con distintas hormonas. En otros casos, el cultivo in vitro se ha
utilizado para realizar evaluaciones de la arquitectura y el patrén de crecimiento
de las raices en mutantes de Arabidopsis (mlo4 y mlol) que mostraban
enraizamiento aberrante (Bidzinki et al., 2014).

La utilizacion del cultivo in vitro en este proyecto permitio detectar mutantes en
caracteres dificiles de evaluar con otra metodologia, por ejemplo, mutantes
afectados en el enraizamiento adventicio. Cuando se realiza el corte del
hipocotilo para cultivar los apices meristematicos y obtener plantas axénicas,
éstos emiten raices adventicias y continuan con su crecimiento. Este

enraizamiento se consigue gracias a que los @&pices meristematicos se
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encuentran en un ambiente que les ayuda a generar este tipo de raices, sin
presion por deshidratacion o el ataque de patdgenos que puedan infectar la

planta a través de la zona de corte.

Por otro lado, el uso de técnicas de cultivo in vitro de tejidos permite identificar
mutaciones que son imposibles de detectar en condiciones de cultivo in vivo,
como mutantes alterados en la capacidad de regeneracion adventicia. Ademas,
una vez detectado un mutante con alteraciones en este caracter, la utilizacion
del cultivo in vitro permite profundizar en su estudio. Por ejemplo, gracias al
cultivo in vitro, fuimos capaces de conocer el comportamiendo de mutantes con
respuesta morfogenética alterada cuando eran cultivados en medio de
regeneracion suplementados con diferentes hormonas, estudiar la capacidad
morfogenética de diversos tipos de explantes (e. g. de foliolo, cotiledén y

segmentos de hipocatilo).

Una de las cuestiones a tener en cuenta cuando se realiza un escrutinio de
esta forma es si el fenotipo visto in vitro se observa también in vivo. Es
importante comprobar que las mutaciones que son detectadas y corroboradas
en condiciones de cultivo in vitro también se reproduzcan en invernadero ya
que si una mutacién detectada in vitro no se observara in vivo perderia interés.
Por tanto, la posterior comprobacion que dicha mutacion se reproduce en el
invernadero aumenta el valor del mutante, considerando posibles aplicaciones
futuras. Nuestra experiencia previa (Sanchez-Sauceda, 2016) y los resultados
en este Trabajo de Tesis es que las mutaciones detectadas en condiciones de
cultivo in vitro se observan también cuando las plantas se cultivaban en el
invernadero. En ningun caso se ha detectado un mutante in vitro cuyo fenotipo
no se haya visto también en condiciones in vivo. Estos analisis permiten
también realizar una caracterizacion con mayor detalle de las mutaciones en

diversos ambientes.

En este Trabajo de Tesis se han analizado 762 lineas T-DNA y se han
identificado un total de 22 lineas mutantes, lo cual supone un 3%. En
comparacion con otros trabajos realizados en nuestro grupo con un escrutinio

para otro tipo de caracteres se ha obtenido un porcentaje de deteccién de
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mutantes similar tras analizar 1888 lineas T-DNA. Por lo que respecta al
porcentaje total de lineas mutantes detectadas en el grupo, se acerca al 10%
ya que en este dato se acumulan los mutantes identificados con diversos tipos
de escrutinios (Sanchez Martin-Sauceda, 2016). Por lo que respecta a los
resultados de otros grupos de investigacion, Li y colaboradores (2006)
obtuvieron un 9% de porcentaje de deteccion de mutantes en arroz, Chantreau
y colaboradores (2013) obtuvieron un 38.5% de porcentaje en Linun
usitatissimun y Alonso y colaboradores (2003) obtuvieron un porcentaje de

deteccién de mutantes del 25% en Arabidopsis.

En tomate, Minoia y colaboradores (2010) observaron un porcentaje de
deteccion del 39% tras evaluar una poblacion mutagenizada con EMS. Aunque
el porcentaje de mutaciones obtenido es mayor al obtenido en este Trabajo de
Tesis, el método de generaciéon de lineas mutantes que se emplea en nuestro
laboratorio es mas adecuado para llegar a clonar el gen que ha causado el
fenotipo mutante porque, a diferencia de cuando se emplea EMS, el método
basado en la generacion de lineas T-DNA conlleva a que, en ocasiones, el gen
afectado queda etiquetado lo cual facilita significativamente los trabajos de

clonacion génica.

5.2.- Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

En este trabajo de tesis doctoral se han detectado 22 lineas mutantes. La
mayor parte de ellas, 21 (95%), son portadoras de una sola mutacion, mientras
que una (5%) de las lineas (1421 ET MM) es portadora de dos mutaciones
independientes. Las 23 mutaciones detectadas en este trabajo son causadas
por la alteracion de un gen, es decir, son monogeénicas. Se han observado dos
modos de herencia dentro de las 23 mutaciones identificadas: 21 mutaciones
(91%) son de naturaleza recesiva y 2 (9%) son de naturaleza semidominante.
Por comparacion, Berna y colaboradores (1999) determinaron tras el estudio de

lineas mutantes con aleraciones en la morfologia foliar en Arabidopsis thaliana
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que 122 lineas mutantes eran monogénicas y de naturaleza recesiva (94%),

seis de tipo semidominante (5%), y una de naturaleza dominante (1%).

Dentro de las 21 mutaciones de naturaleza recesiva detectadas, en 5 de ellas
(2733 ET MM, 2666 ET MM, 2225 ET MM, 1862 ET MM y 1317 ET MM) las
proporciones fenotipicas se desvian significativamente de lo esperado para una
distribucion mendeliana, 3 WT : 1 M. En los cinco casos el nimero de plantas
observadas con fenotipo mutante resultd menor a lo esperado. Posiblemente,
esto es debido a que podria haber un cierto grado de subletalidad cuando el
alelo mutante se presenta en configuracion homocigotica. De igual forma,
Berna y colaboradores (1999), observaron 23 mutaciones que se comportaban
inequivocamente de manera monogénica recesiva, pero se desviaban
significativamente de una proporcion 3:1. Ellos también lo interpretan como un
problema de subletalidad ya que comentan que posiblemente existia un nivel

bajo de viabilidad de lo embriones en estos mutantes.

Se ha detectado una linea (1421 ET MM) que es portadora de dos mutaciones
monogenicas independientes. Una de las mutaciones generaba un fenotipo en
el cual la plantas eran cloréticas y la otra causaba necrosis en la plantas, la
cual provocaba el colpaso de las mismas. La plantas que eran portadoras de
las dos mutaciones, eran cloréticas y se necrosaban totalmente. Tras el analisis
de los datos obtenidos de numero de plantas de cada clase mutante la pueba
de la %2 indica que no hay motivos para dudar de que en esta linea haya dos

mutaciones monogénicas recesivas que segregan de forma independiente.

Para algunos de los caracteres en los cuales se han detectado mutaciones (e.
g.. morfogénesis, enraizamiento adventicio, etc.) una mutacion dominante de
anulacién de funcién (e.g.: que anulara la capacidad de regeneracién) hubiera
imposibilitado su deteccion ya que no se podria obtener la planta transgénica
original (TG1). En cambio, si la mutacion es recesiva (solo aparece cuando la
planta porta los dos alelos mutados en homocigosis), la planta transgénica se
puede desarrollar perfectamente porque, al ser hemicigética, el alelo mutante
no interfiere en el proceso de regeneracion, lo cual permite que la planta se

desarolle normalmente. Asi pues, es de suma importancia hacer el escrutinio
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en progenies TG2 (descendencias de la linea transgénica original) para
detectar mutaciones con efecto recesivo (e.g.: en una linea en la que ha
mutado un gen, la cuarta parte de las plantas analizadas expresaran el fenotipo
mutante) ya que esto permite identificar la mayor parte de las mutaciones

producidas.

5.3.- Analisis genético del numero de insertos T-DNA

El andlisis del nimero de insertos T-DNA integrados en las lineas mutantes
identificadas en este Trabajo de Tesis Doctoral se hizo fundamentalmente
comprobando la resistencia a la kanamicina que confiere el gen nptll. De las 22
lineas mutantes detectadas, 15 (68%) portan un Unico inserto T-DNA, 4 (18%)
portan dos insertos y tres (14%) portan tres copias (ademas, hay una linea de
la que todavia no se sabe si porta dos o tres insertos), lo cual ha dado como
resultado un nimero medio de 1.57 insertos T-DNA por linea evaluada. El
promedio del nimero de insertos T-DNA obtendio en este Trabajo de Tesis es
algo menor aunque similar al nimero medio de insertos de todas lineas que se
han evaluado en este laboratorio (1.7). En otros trabajos, el dato del promedio
de numero de copias de T-DNA es similar al observado en esta Tesis: 1.37 y
1.29 es lo que observaron Feldmann (1991) y Rios y colaboradores (2002)

respectivamente.

En un programa de mutagénesis insercional es recomendable tener un nimero
bajo de copias insertadas por linea transgénica ya que un nimero muy elevado
dificultaria la clonacion del gen afectado mediante Anchor-PCR. Este método
se basa en la amplificaciéon de fragmentos de ADN gendmico a partir del RB
(right border) y el LB (left border) del T-DNA. Por tanto, si en una linea se han
insertado muchas copias de T-DNA, aumentan las probabilidades de amplificar
regiones que no son candidatas por haber etiguetado el gen que provoca el
fenotipo mutante. Para alcanzar un nimero promedio de insertos por linea T-
DNA relativamente bajo, la metodologia de transformacion genética tiene un

gran impacto. En nuestro laboratorio todas la plantas transgénicas
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independientes han sido obtenidas mediante transformacion genética via
Agrobacterium tumefaciens, y el numero promedio de copias de T-DNA
insertadas es adecuado (1.7). Otros autores, que utilizan el cocultivo de
explantes primarios con Agrobacterium como método de transformacion,
también reportan un namero de copias insertadas adecuado en Arabidopsis
(McElver et al., 2001; Alonso et al., 2003) y en arroz (Oriza sativa; Barakat et
al., 2000; Jeon et al., 2000). Por contra, con otros métodos de transformacién
genética como el bombardeo de particulas, se pueden insertar un mayor
ndamero promedio de copias de T-DNA alcanzando valores superiores a 100
insertos (Shou et al., 2004).Con otros métodos de transformacion directa se
pueden alcanzar promedios de 3 copias de T-DNA con la presencia de un alto
namero de lineas con entre 4 y 6 insertos (Kohli et al., 1998). Por lo tanto, el
método de transformacién genética que se ha utilizado para obtener las lineas
transgénicas en nuestro laboratorio demuestra ser mas adecuado para tener un

namero limitado (o bajo) de inserciones de T-DNA por planta transgénica.

Como ya se ha comentado, lo mas habitual es realizar la prueba de la
resistencia a la kanamicina para determinar el nimero de insertos T-DNA de
las lineas mutantes. Sin embargo, la metodologia utilizada para conocer si una
linea mutante es portadora de un inserto T-DNA con nptll funcional puede
depender en funcién de la mutacion observada. Por ejemplo, se puede conocer
si una planta es resistente a la kanamicina si se cultivan yemas o apices
meristematicos en un medio de enraizamiento suplementado con el antibiético.
Si las plantas son capaces de enraizar, quiere decir que son resistentes a la
kanamicina, por lo tanto, portadoras de, al menos, un inserto T-DNA con el gen
nptll funcional. De lo contrario, si no son capaces de enraizar, las plantas son
sensibles a la kanamicina y se concluye que no poseen ningun inserto T-DNA
con el gen nptll funcional. Sin embargo, si el mutante tiene afectada la
capacidad de enraizamiento, no se puede utilizar esta metodologia, ya que si
se cultivan explantes de yemas axilares o apices meristematicos de una planta
Yy No enraiza no se podria saber si es por su naturaleza mutante, porque es
sensible al antibidtico o por ambos motivos. Una alternativa metodologica para

estos mutantes seria evaluar la resistencia a la kanamicina sobre la base del
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cultivo de explantes de cotileddn, foliolo o hipocotilo en medio organogénico
suplementado con kanamicina.. De tal forma, como ya se ha visto en otros
trabajos (De Block et al., 1984) es muy importante disponer de una amplia
gama de opciones de cultivo para saber cuando una planta es resistente o
sensible a la kanamicina para, dependiendo del caracter afectado en cada
mutante, utilizar la opcidon mas factible para saber si las plantas mutantes son

portadoras o no de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional.

La genética molecular porporciona otras herramientas que nos permiten saber
si las plantas mutantes han quedado etiquetadas por algun fragmento de ADN
de secuencia conocida que permita abordar su clonacion mediante Anchor-
PCR. Asi, mediante estas técnicas es posible detectar si una planta mutante
gue no es viable o muere en estapas del desarrollo temprano y a la que no se
le puede hacer ningun test de resistencia a la kanamicina porta un inserto de T-
DNA ya que mediante la recoleccién de una pequefia cantidad de tejido vegetal
y haciendo pruebas de PCR es posible conocer si estas plantas son portadoras
de algun inserto. Por otra parte, en plantas de fenotipo mutante que presentan
sensiblilidad a la kanamicina, las técnicas de genética molecular hacen posible
comprobar la presencia de insertos de T-DNA truncados en los cuales el gen
que confiere resistencia al antibiético no es funcional o la presencia de
fragmentos del cuerpo del vector. La utlizacién de estas técnicas de genética
molecular nos permitié corroborar que las mutaciones observadas en dos
lineas (1862 ET MM y 2666 ET MM) eran de caracter somaclonal. En estos
casos se llevd a cabo el estudio molecular de algunas plantas mutantes
sensibles a la kanamicina con una gama de cebadores que amplifican dentro
de la region que compone el T-DNA y el cuerpo del vector. Como resultado de
esas reacciones de PCR no se observo la amplificacién de ningun cebador. Por
lo tanto, la utilizacion de técnicas de genética molecular nos ha permitido llegar
a la conclusion de que las mutaciones identificadas en estas lineas no fueron
causadas por la disrrupcién de un gen debido a la integracién de un T-DNA
truncado o segmentos del cuerpo del vector sino que son casos de variacion

somaclonal.
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5.4.- Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo

mutante

La gran ventaja de la utilizacion de una coleccion de plantas transgénicas para
la identificacidbn de mutantes es que el T-DNA puede etiquetar molecularmente
el gen afectado y, por lo tanto, llegar a saber cual es el gen causante del
fenotipo mutante de forma rapida. Sin embargo, debido al proceso de obtencion
de las plantas transgénicas, no es posible descartar a priori que un fenotipo
mutante esté causado por otras fuentes de variacion genética. Para saber el
origen de las mutaciones observadas es necesario realizar un andlisis de
cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante. Para lograr
esto, una posibilidad es realizar el analisis de cosegregacion entre la
resistencia a la kanamicina que confiere el gen nptll presente en el T-DNA y el
fenotipo mutante, teniendo en cuenta que dicho gen marcador confiere
resistencia al antibiotico tanto en hemicigosis como en homocigosis. En este
Trabajo de Tesis, del total de las mutaciones detectadas (23), en cinco (21%)
se ha comprobado con una probabilidad de fallo menor al 5%, que existe
cosegregacion de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo
mutante. En todas las lineas T-DNA mutantes de nuestro laboratorio en las que
se ha estudiado esta caracteristica, la frecuencia de cosegegacion observada
entre un inserto de T-DNA vy el fenotipo mutante es algo superior al 13%. En
trabajos realizados por otros grupos de investigacion, por ejemplo, el de
Azpiroz-Leehan y Feldmann (1997) en Arabidopsis, tras analizar multiples
lineas T-DNA y determinar la frecuencia de cosegregacion utilizando las
plantas con fenotipo mutante y la resisencia a la kanamicina, encontraron que
el 35% de las mutaciones son debido a un inserto. Van Lijsebettens y
colaboradores (1991) al estudiar una poblacion de lineas T-DNA de
Arabidopsis y realizar el test de cosegregacion mediante el andlisis de la
resistencia a la kanamicina observaron una frecuencia de cosegregacion
inserto T-DNA y mutacion del 10%. Hunter y colaboradores (2013) utilizaron un
elemento transponible (Mu-seq) en maiz y encontraron mendiante genotipado

por PCR que el 50% de las lineas mutantes detectadas, cosegregaban con una
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insercién. Por contra, Li y colaboradores (2006) al analizar lineas T-DNA en
arroz y la posterior determinacion de cosegregacion mediante técnicas de PCR,

encontraron una frecuencia de cosegregacion muy baja (1.4%).

Como ya se ha comentado, saber si existe cosegregacion entre un inserto T-
DNA vy el fenotipo mutante, es esencial para los trabajos posteriores con cada
mutante. Una vez que se ha establecido la existencia de cosegregacion entre
un inserto T-DNA con gen nptll funcional y el fenotipo mutante, se inicia la
clonacion del gen que ha sido etiguetado. Para ello se puede recurrir a
diferentes alternativas metodoldgicas TAIL-PCR (Liu et al., 1995; Li et al.,
2006), (SON)-PCR (Antal et al., 2004) o T-linker PCR (Yuanxin et al., 2003). En
el presente trabajo, gracias a la colaboracion con el grupo del Dr. Rafael
Lozano, se han clonado dos de los genes etiquetados mediante la técnica de
Anchor-PCR. En ambos casos se han amplificado los fragmentos de ADN
genomico a partir de los RB (right border) y LB (left border) del T-DNA. Una vez
clonado el gen, se puede continuar con otras investigaciones como el analisis
funcional del mismo mediante su sobre-expresion o anulacién de funcioén con la
técnica del ARN de interferencia. En resumen, la deteccion de lineas mutantes
insercionales es muy importante ya que permite reducir significativamente el

trabajo y tiempo necesario para cumplir con los objetivos antes mencionados.

En el caso de las 17 mutaciones detectadas que no estan causadas por la
insercion de un T-DNA con el gen nptll funcional, es importante mencionar que
no se debe desacartar la posibilidad de que hayan sido provocadas por insertos
T-DNA truncados en los cuales el gen nptll no sea funcional. Este fenomeno ya
ha sido reportado por otros autores en Arabidopsis (Castle et al., 1993).
Ademas, las mutaciones pueden haber sido provocadas por la integracién de
fragmentos del cuerpo del vector. En trabajos previos se ha demostrado que la
integracion de secuencias del cuerpo del vector al DNA gendmico de plantas
transgénicas ocurre con cierta frecuencia. Por ejemplo, Kononov vy
colaboradores (1997) detectaron secuencias del cuerpo del vector en el 75%
de las plantas transgénicas de tabaco que examinaron. De hecho, en otros

trabajos se comprobd la integracion completa del cuerpo del vector en alguna
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de las plantas transgénicas obtenidas (De Buck et al., 2000). Por lo tanto, es
importante continuar analizando molecularmente estas lineas mutantes para
descartar la ocurrencia de algunos de estos casos que permitiria la clonacion
del gen de forma mas rapida mediante Anchor-PCR. En nuestro grupo hemos
encontrado algunos ejemplos de este tipo de inserciones anomalas,
normalmente fragmentos de T-DNA truncados, en algunas lineas T-DNA.

Entre las 17 lineas mutantes que presentaron ausencia de cosegregacion, en
dos de ellas (1862 ET MM y 2666 ET MM) se ha determinado si estas
mutaciones estan causadas por algun T-DNA truncado o por alguna secuencia
del cuerpo del vector. Se ha comprobado que no es asi ya que, tras realizar
una bateria de PCRs del vector pD991 (vector utilizado para generar las lineas
T-DNA) constituida por 21 amplicones, no se observé amplificacion alguna.
Con estos datos, se pudo concluir que las mutaciones observadas en las lineas
1862 ET MM y 2666 ET MM son de naturaleza somaclonal. En resumen, con
estos analisis se intenta establecer si existe alguna posibilidad de etiquetado
molecular entre un fragmento de ADN de secuencia conocida y el gen que
produce el fenotipo mutante antes de proceder con los costosos trabajos en
tiempo y recursos que son necesarios para realizar un clonaje por

secuenciacion.

Cuando no se ha podido establecer ningun tipo de cosegregacién entre una
secuencia de ADN conocida y el fenotipo mutante hay que recurir a técnicas de
clonaje por secuenciacion. Para ello, primero hay que cruzar las plantas
mutantes con Solanum pimpinellifolium, y autofecundar la F1 para obtener
semillas F2. Después, en la generacion F2, se debe identificar plantas WT y
plantas mutantes y secuenciar el genoma de esas plantas para ver los cambios
genéticos que comparten todas las plantas F2 mutantes. El procedimiento es
costoso en tiempo, esfuerzo y recursos econdémicos por lo que lo estamos

empleando solo en el caso de que el fenotipo del mutante sea de gran interés.
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5.5.- Identificacion y caracterizacion de mutantes con

alteraciones en la parte aérea

En este trabajo de Tesis se han detectado dos lineas mutantes (1405 ET MM,
1440 ET MM) que presentan alteraciones en el desarrollo del meristemo apical.
En las plantas con fenotipo mutante se ve el desarrollo de una o dos hojas
verdaderas y posteriormente se observa la interrupcion en el crecimiento de la
zona apical del tallo. Se analiz6 una de las lineas (1440 ET MM) en el
invernadero y se vio la misma alteracion que se observa en condiciones de
cultivo in vitro. Ademas, algunas plantas, en las que el meristemo retomé su
capacidad de formar nuevas hojas al cabo de unos dias, presentan importantes
alteraciones morfolégicas. En tomate se han descrito mutantes que presentan
alteraciones el desarrollo apical. Keddie y colaboradores (1998) caracterizaron
el mutante dem (defective embryo and meristem) que no tiene apice
meristematico. Los autores clonaron el gen DEM y tras el analisis del patron de
expresion vieron que se expresa en el apice meristematico a niveles altos. La
proteina que codifica DEM tiene dos homologos, CYPRO4 (identidad 93%,
similitud 98%) de alcachofa (Artichoke thistle) y YNV2 (identidad 33%, similitud
51%) de levadura (Saccharomyces cerevisiae). La funcién de estas proteinas
es desconocida. Los autores concluyeron que DEM juega un papel muy
importante en el desarrollo del dpice meristematico en tomate (Keddie et al.,
1998). Por otro lado, Brand y colaboradores (2007) realizaron un escrutinio en
una poblacion mutagenizada de tomate e identificaron mutantes con diversos
grados de alteracion en el desarrollo apical. Dentro de los mutantes
identificados, el mutante goblet (gob) tiene un severo fenotipo de alteracion del
apice meristematico. Mediante andlisis con microscopia electrénica, se ve que
el mutante gob no tiene apice y no se forman primordios de hojas. Otro
mutante, expelled shoot (exp), es capaz de producir cuatro o cinco hojas y
posteriormente el meristemo apical se detiene. Los autores mencionan que el
meristemo se recupera en raras ocasiones y, por tanto, produce una planta
anormal, lo cual coincide con lo que visto en nuestros mutantes. Por ultimo,

describen otros mutantes (spd2? y spd2°) en los cuales el 4pice aborta después
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de formar un par de hojas verdaderas (Brand et al., 1998). En Arabidopsis, Lee
y colaboradores (2014) caracterizaron un doble mutante (sue slk2) el cual
carece de meristemo apical. Los autores mencionan que la ausencia del apice
en el doble mutante se asocia con la expresion reducida de los genes KNOXI,
STM (SHOOTMERISTEMLESS), BREVIPEDCELLUS y KNAT2. Ademas, tras
elevar la expresion de STM se restaura el desarrollo del apice en el doble
mutante, pero no su actividad post embrionaria, mientras que la formacion y
actividad post embrionaria del apice se rescata cuando se expresa SLK2. Los
autores concluyen que SEUSS y SLK2 (SEUSS-LIKE 2) tienen una funcién
redundante en el desarrollo del apice y probablemente actlian para promover la
actividad de la ruta KNOXI. Hasta el momento no hay trabajos en tomate donde
se haya realizado el analisis funcional de genes responsables del desarrollo del
meristemo apical. Debido a que uno de los mutantes (1440 ET MM) presenta
cosegregacion inserto T-DNA y el fenotipo mutante esperamos llegar a conocer
el gen alterado en breve. Una vez clonado el gen responsable de la pérdida en
la actividad del meristemo apical en este mutante, se abordara su analisis

funcional.
2489 ET MM

El mutante 2489 ET MM presenta una alteracion muy peculiar. Las plantas
crecen mucho mas despacio que las WT, son muy compactas y las hojas son
de menor tamafo, arrugadas y con los bordes ondulados, y tienen una
pigmentaciéon verde mas oscura. Las inflorescencias y flores tienen un
desarrollo anormal aunque se ha conseguido observar la formacién de un fruto.
Parnis y colaboradores (1997) identificaron un mutante dominante similar al
detectado en esta Tesis. Este mutante presenta un desarrollo de hojas
extremadamente compactas y arrugadas, anomalias en el desarrollo
reproductivo y una pigmentacion de color verde oscuro similar a la del 2489 ET
MM. Los autores mencionan que este fenotipo es debido a que el gen TKn2
perteneciente a la clase | Knl-Like, se encuentra sobreexpresado (Parnis et al.,
1997). Adicionalmente, Koka y colaboradores (2000) caracterizaron dos

mutantes, uno con fondo genético de tomate (dpy, dumpy) y otro de S.
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pimpinellifolium (cu-3, curl-3) que presentaban fenotipos similares al visto en
nuestro mutante. Los autores observaron que tras la aplicacidon exdgena de
brasinolide y catasterona el fenotipo de dpy recobraba una apariencia WT. Sin
embargo, cuando dejan de aplicar la hormona, las nuevas hojas rapidamente
revertian al fenotipo dpy. También vieron que este mutante no revertia a
fenotipo WT al aplicar los precursores de los brasinosteroides (campesterol,
campestanol, 6-deoxocatasterona) por lo que sugieren que el mutante dpy
puede estar afectado en la conversibn de 6-deoxocatasterona a 6-
deoxoteasterona. En contraste con lo que ocurre con el mutante dpy, el
mutante cu-3 no presenta respuesta a la aplicacibn exogena de
brasinosteroides. Los autores mencionan que la expresion del gen relacionado
con brasinosteroides LeBR1 tiene un nivel de expresion bajo en el mutante dpy
en comparacion con el WT. Sin embargo, cuando aplican brasinosteroides al

mutante, los niveles de expresion de gen LeBR1 se elevan.

Los brasinosteroides juegan un papel muy importante en la regulacion de
varios procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Fariduddin et al.,
2014). Por tanto, dados los antecedentes comentados, se procedié a aplicar
brasinosteroides de manera exdégena a las plantas mutantes. Aunque no se
observé una reversion total, el mutante 2489 ET MM si que responde a la
aplicacion de brasinosteroides ya que se observa como las hojas se expanden
y pierden ese aspecto arrugado tipico del mutante. Este resultado nos permite
conocer algo mas de los mecanismos bioldgicos que estan alterados en este
mutante y, por tanto, nos va a facilitar un estudio mas profundo del mismo.
Ademas, a partir de esta informacion se puede abordar el estudio de los
analisis de expresion de los genes que juegan un papel importante en la ruta
de los brasinosteroides en otras especies. El abordaje del mapeo y clonaje del
gen afectado es también muy importante ya que actualmente no se han
clonado los genes que tienen un papel clave en la ruta de biosintesis de los

brasinosteroides en tomate.
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1381 ET MM

El mutante 1381 ET MM presenta alteraciones en el desarrollo de las hojas.
Estas tienen un menor nimero de foliolos y otras alteraciones morfologicas.
David-Schwartz y colaboradores (2009) describen el mutante espontaneo lyr
(Iyrate) de tomate con las mismas alteraciones que se han visto en nuestro
trabajo. Los autores encontraron que el fenotipo lyr resulta de una mutacion de
perdida de funcidon del gen ortélogo JAGGED de Arabidopsis, un regulador
positivo en la division celular de 6rganos laterales. Ellos mencionan que LYR
actua al promover la expansion de 6rganos aéreos y el patron de expresion de
LYR es puntual durante el desarrollo de la hoja, coincidiendo con el punto
maximo de respuesta a auxinas y subsiguiente iniciacion del desarrollo de la
hoja. También afiaden que LYR promueve la respuesta a auxinas en la hojuela
en desarrollo, primero para dirigir la iniciacion del primordio y luego para
promover la expansiéon de los bordes. Ademas, comprueban que la expresion
de dos genes (LeT6, ortélogo de STM, y TKN1) de la familia de factores de
transcripcion KNOX se encuentra elevada en el mutante lyr. Con estos datos,
sugieren que LYR regula negativamente la expresiéon de genes KNOX en el
desarrollo de las hojas en tomate (David-Schwartz et al., 2009). Como se vio en
el apartado de resultados, la mutacion que provoca el fenotipo en el mutante
1381 ET MM cosegrega con el inserto T-DNA con nptll funcional. El gen
etiquetado ya ha sido clonado, gracias a la colaboracion con el Dr. Rafael
Lozano Ruiz de la Universidad de Almeria y se ha comprobado que el T-DNA
ha provocado la disrupcién de gen LYR de Moneymaker (fondo génico utilizado
en el laboratorio). Ademas de que este mutante aporta un nuevo alelo de LYR
al ya descrito por David-Schwartz y colaboradores (2009), seria interesante
conocer mas sobre como los factores moleculares y reguladores fisioldgicos

pueden influir en la gran variedad de patrones morfolégicos de las hojas.
2635 ET MM

La linea mutante 2635 ET MM, que fue identificada recientemente, presenta
alteraciones en la morfologia de las hojas, su raquis es mas corto y los foliolos

se enrollan sobre si mismos. De igual forma presenta cambios en el desarrollo
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de los organos reproductivos. Asi, la mutacion provoca la caida de algunos
frutos lo cual da como resultado la cosecha de pocos tomates por
inflorescencia (~1-2 frutos con semillas). Nuestros datos, nos permiten aceptar
la hipdtesis de que se trate de una mutacion provocada por la alteracion de un
gen y que su naturaleza sea semidominante ya que cuando el gen alterado se
encuentra en homocigosis la alteracion de la morfologia foliar se exacerba y las
plantas no forman frutos debido a que las flores abortan. El analisis de
cosegregacion nos permitié asegurar con una probabilidad de fallo de 1.7% que
existe cosegregacion inserto T-DNA con nptll funcional y el fenotipo mutante.
Este dato es muy importante ya que facilita el camino hacia la futura clonacion
del gen alterado porque ha quedado etiquetado por un inserto T-DNA. Debido a
la reciente identificacion del mutante, hay que realizar una caracterizacion mas
extensa para conocer con mas detalle qué partes de la planta se encuentran
alteradas. Ademas, el andlisis del contenido de hormonas enddgenas podria
aportar una valiosa informacion sobre los mecanismos bioldgicos afectados en

este mutante.

5.6.- Identificacion y caracterizacion de mutantes afectados en

el desarrollo radicular

Se han identificado varias mutaciones que causan diferentes alteraciones tanto
en el sistema radicular embrionario como en el adventicio. Una de las
cuestiones que nos planteamos al empezar este sistema de escrutinio
mediante cultivo in vitro era si los resultados observados en estas condiciones
se reproducirian cuando se cultivaran las plantas in vivo. Cuando se han
cultivado plantas mutantes en invernadero, se ha corroborado el fenotipo
observado in vitro en todos los casos, por lo que, por nuestra experiencia, el
empleo del cultivo in vitro puede ser un sistema ideal para la deteccidén de este

tipo de mutantes.

En algunos mutantes se vieron, ademas de las alteraciones en las raices, otros
cambios fenotipicos, por ejemplo, la morfologia foliar, el tamafio de la planta,
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los frutos, etc. En el caso de estos mutantes, estos cambios hacen que la
obtencion de semillas TG3 mutantes sea muy complicada. El nidmero de
semillas mutantes que se han obtenido ha sido muy bajo y, en la mayoria de
los casos, estas semillas tenian una baja viabilidad. Por lo tanto, para realizar
la mayoria de las evaluaciones se tuvo que recurrir a semilla proveniente de
una planta de fenotipo WT pero que tuviese la mutacién en hemicigosis para
gue en su progenie se observara un segregacion 3 WT: 1 M. Estas alteraciones
pleiotrépicas se han visto también en mutantes de raiz identificadas por Hoth
(2013), tras caracterizar los mutantes (ara) de raiz de tomate, e Ivanchenko y
colaboradores (2006), al caracterizar tres mutantes (dgtl-1, dgtl-2, dgt-dp
[droopy]), también de tomate. Ademas, Hoth (2013) también observo la
dificultad en obtener semillas a partir de sus mutantes (ara 2) por lo que tuvo
que recurrir a retrocruces con plantas WT y utilizar poblaciones segregantes
para la mutacién para continuar con sus evaluaciones. Posiblemente, la
incapacidad de los mutantes de presentar un buen desarrollo radicular tenga
como consecuencia una baja capacidad de nutrirse de los elementos presentes
en las soluciones nutritivas del sustrato lo cual podria causar un efecto general
en el desarrollo de las plantas mutantes. Una alternativa para superar este
inconveniente y que esta funcionando en algunas lineas mutantes es el uso de
injertos. Ademas, las plantas injertadas (parte aérea WT con raiz mutante y
viceversa) pueden dar una informacién muy valiosa a la hora de interpretar los
efectos que tiene la mutacion en la parte aérea de la planta como los
resultados obtenidos en la linea 1862 ET MM.

Se estudié el comportamiento de algunos mutantes cuando se cultivan en
medios suplementados con distintas auxinas tanto naturales como de sintesis,
al igual que a diferentes concentraciones. Tras el cultivo de los mutantes en
estos medios, el fenotipo de alteracion de la raiz no revertia en ninguna de las
lineas identificadas. Este resultado coincide con el de Rogg y colaboradores
(2001), quienes no observaron respuesta en el mutante de Arabidopsis iaa28
de ganacia de funcion tras la aplicacion de auxinas. Quint y colaboradores
(2009) también observaron tras caracterizar el mutante et5 de Arabidopsis que

presentaba una respuesta reducida a auxinas exégenas comparado con el WT
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(Quint et al., 2009). Este fenomeno también fue observado por Okushima y
colaboradores (2005) al ver que el mutante arfl9-1 presentaba un menor
crecimiento de la raiz al aplicarle auxinas exdgenas. Sin embargo, Chun y
colaboradores (2003) al aplicar auxinas exogénas al mutante de enraizamiento
en arroz (Irtl) observaron la restauracion del fenotipo y que la densidad de la
raices laterales aumentaba en paralelo con el incremento de las
concentraciones de auxinas. En al caso de tomate, el mutante dgt, se ha
caracterizado como resistente a la aplicacion de auxinas exégenas (lvanchenko
et al., 2006). La sefalizacion y el transporte de auxinas son componentes
integrales en el desarrollo de las raices tanto embionarias como las
adventicias. Una alteracion en cualquiera de estas rutas metabdlicas podria

provocar una reduccion en la respuesta a las auxinas.

Se identificaron dos lineas mutantes, 1608 ET MM y 2666 ET MM, que no
elongan la raiz principal embrionaria como lo hace una plantula WT. Esta raiz
detiene su crecimiento poco después de la germinacion, 6-7 dias después de la
emergencia de la radicula. Uhlken y colaboradores (2014) caracterizaron un
mutante de pérdida de funcién en Arabidopsis. EI mutante, maill, presenta
alteraciones en el desarrollo de la raiz primaria, ya que su crecimiento se
interrumpe 6 dias después de germinar. Ellos vieron que en ese momento las
células del meristemo de la raiz primaria se encontraban, en su mayoria,
muertas. También observaron el desarrollo de raices adventicias en el cuello
de las plantas mutantes. Sugieren que el desarrollo de raices adventicias en
este mutantes representa un mecanismo para compensar la pérdida del
potencial de crecimiento de la raiz principal. Ademas, el analisis de expresion
de los genes esenciales para el mantenimiento del nicho de células
fundadoras, WOX5 (WUSHEL-RELATED HOMEOBOX) y SHR
(SHORTROOT), reveld que estos genes tenian un nivel de expresion mas bajo
en los mutantes que en plantas WT tanto en la raices adventicias como en la
raiz principal (Uhlken et al., 2014). En los mutantes que hemos identificado, un
analisis mas detallado de la zona apical de la raiz embrionaria podria aportar
mas informacion sobre el mecanismo afectado. La futura identificacion de los

genes afectados en nuestros mutantes podria dar informacion sobre qué genes
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estan implicados en el mantenimiento de la elongacion de la raiz primaria en

tomate.

Los mutantes 1662 ET MM y 1862 ET MM no tienen afectado el desarrollo de
la raiz principal pero presentan alteraciones en el desarrollo del sistema
radicular lateral. Estas raices emergen mas tarde que las de las plantas WT,
son de mayor grosor y su crecimiento se detiene. Lucas y colaboradores
(2011), tras caracterizar el mutante shr de Arabidopsis, fueron capaces de ver
que SHR (SHORTROOT) también es necesario para la emergencia de las
raices laterales. Mediante microscopia electronica observaron que las raices
que emergian a partir de la raiz primaria eran mas gruesas que las de plantas
WT. Al analizar la organizacion celular mediante microscopia confocal vieron
que el patrén de organizacién celular en el mutante se encontraba alterado. Los
autores concluyen que SHR es requerido para la iniciacién, el mantenimiento
del patron radial y la organizacién de los primordios de las raices laterales
(Lucas et al., 2011). Por otro lado, De Veylder y colaboradores (1999) han
aislado un nuevo gen tipo-D ciclina (CYCD4;1). Mediante hibridacién in-situ
vieron que este gen se expresa durante los procesos de desarrollo de tejido
vascular, embriogénesis y en la formacion de los primordios de la raiz lateral.
Los autores vieron una reduccion en la transcripcion del gen en la zona distal
del primordio de la raiz lateral. Mencionan que puede existir una sefalizacion
negativa producida por el meristemo que se acaba de formar. También vieron
que cuando el nuevo primordio lateral se encuentra completamente
desarrollado, la expresion de CYCD4;1 se reprime. Los autores concluyen que
se requiere la expresion de CYCD4;1 para la organogénesis de las raices
laterales pero no para el mantenimiento de la division celular (De Veylder et al.,
1999). Posteriormente, Nieuwland y colaboradores (2009) descubrieron que
CYCD4;1 también modula la densidad de raices laterales en Arabidopsis
(Nieuwland et al., 2009). Fukaki y colaboradores (2002) caracterizaron un
mutante de ganancia de funcion en Arabidopsis (slr). El mutante dominante slr
no presente enraizamiento lateral. El analisis con marcadores de ciclo y
diferenciacion celular revel6 que slIr bloquea la division celular de las células del

periciclo en el proceso de iniciacion de la raiz lateral. Mediante mapeo
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posicional, comprueban que SLR codifica para 1AA14 y terminan concluyendo
que SRL/IAA14 es un regulador clave en la formacién de las raices laterales
(Fukaki et al., 2002). En el caso de tomate, lvanchenko y colaboradores (2006)
caracterizaron tres mutantes (dgtl-1, dgtl-2, dgtl-dp) que no forman raices
laterales y vieron que la mutacion provoca una disrupcion en el desarrollo de
los primordios de las raices laterales. Tras la clonacion del gen afectado, vieron
que el producto génico era una ciclofilina de tipo A y que el gen se expresa en
la iniciacion y desarrollo de la raiz lateral. Finalmente, concluyen que el gen
DGT es esencial para la morfogénesis de la raiz lateral (Ivanchenko et al.,
2006). La identificacion de los genes que son responsables de suprimir el buen
desarrollo de las raices laterales podria aportar mas informacién sobre el
control genético implicado en el enraizamiento lateral en tomate con las

implicaciones tanto basicas como aplicadas que ello conllevaria.

Una alteracion que se ha observado en los mutantes de raiz detectados fue la
incapacidad o dificultad de desarrollar raices adventicias. Aunque en algunos
mutantes se observa la emergencia de raices adventicias, éstas son de menor
longitud, mas gruesas y no tienen un desarrollo secundario como el de las
plantas WT. Inukai y colaboradores (2005) caracterizaron un mutante (crll) en
arroz (Oryza sativa) que no era capaz de desarrollar raices de la corona, un
tipo de raices adventicias que es muy importante en el sistema radicular de
cereales. CRL1 (CROWN ROOTLESS1) codifica un miembro de la familia
proteica ASYMETRIC LEAVES2/LATERAL ORGAN BOUNDARIES, y su
expresion se localiza en las zonas de iniciacion de raices adventicias en arroz.
Los autores mencionan que CRL1 cuenta con dos elementos de respuesta a
auxinas en su region promotora (AuxREs). Ellos concluyen que CRL1 codifica
un regulador positivo para la formacion de raices adventicias en arroz y que su
expresion es directamente regulada por factores de respuesta a auxinas (ARF)
en la ruta de sefalizacion de auxinas (Inukai et al., 2005). En un estudio
posterior, Coudert y colaboradores (2011) afiaden que los genes FAS1/FSM,
GTE4 y MAP requieren la activacion de CRL1 mediada por auxinas y que estos
genes probablemente son regulados de forma directa por CRL1. Estos genes

tienen funciones relacionadas con el crecimiento celular, la regulacion del ciclo
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celular y la remodelizacion de la cromatina. Los autores sugieren que estos
genes estan controlados por CRL1 y que se involucran en la iniciacion de las
raices adventicias en arroz (Coudert et al., 2011). En conclusion, los mutantes
de raiz descritos en este Trabajo de Tesis pueden ser una fuente de
identificacion de genes clave en el desarrollo radicular en tomate. La posibilidad
de establecer homologias con genes implicados en el enraizamiento de otras
especies nos puede ayudar a profundizar en el conocimiento de este caracter

tan importante y que puede tener también un elevado impacto a nivel aplicado.

5.7.- Identificacion y caracterizacion de mutantes con fenotipo

de muerte celular y necrosis

En este Trabajo de Tesis se han identificado varios mutantes que presentan
diferentes reacciones necroticas o de muerte celular que dan como resultado la
necrosis de algunas partes o la muerte de toda la planta. Se han identificado
dos mutantes (1421 ET MM, 2142 ET MM) con un fenotipo de respuesta
necrética general lo cual provoca que las plantas mutantes colapsen y mueran.
En las plantas mutantes de la linea 1421 ET MM la necrosis empieza en el
hipocotilo de las plantulas, posteriormente avanza de forma ascendente y
termina por necrosar las plantas por completo. Jabs y colaboradores (1996)
identificaron un mutante en Arabidopsis (Isd1) en el cual la muerte celular no
podia ser controlada y causaba un efecto parecido. Posteriormente, Dietrich y
colaboradores (1997) mencionan que LSD1 codifica para una proteina zinc-
finger que podria actuar como un regulador negativo de sefal para programar
la muerte celular. En arroz, Jian-yang y colaboradores (2012) identificaron un
mutante (Imsl) en el cual la necrosis se propagaba a toda la planta. Tras
pruebas moleculares, los autores concluyeron que el gen LMS1 se encuentra
entre el marcador Indell y MM0112-4 a una distancia de 400 kb en el
cromosoma 6, pero no ha podido ser clonado todavia. Nuestros mutantes son
un valioso material para continuar con el estudio de los mecanismos que

intervienen en la muerte celular en tomate. El futuro mapeo y posterior clonaje
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de los genes que se encuentran alterados en los mutantes de este trabajo
también pueden ayudar a mejorar el conocimiento de la maquinaria molecular

implicada en los procesos de muerte celular en esta especie.

Por otro lado, en alguno de los mutantes (2477 ET MM, 1512 ET MM), se ve la
formacion de manchas necréticas en los foliolos, manifestandose generalmente
en las hojas viejas y evolucionando dentro de la planta de forma ascendente,
es decir, primero se ven en la base y conforme pasa el tiempo se ven también
en la parte apical de la planta. En el mutante 1512 ET MM ademas de
presentar las manchas necrdticas en los foliolos, también tiene afectado su
desarrollo vegetativo ya que presenta clorosis general y un porte débil. Otro de
los mutantes, 2477 ET MM, no presenta alteraciones vegetativas importantes;
las zonas necrGticas aparecen en los foliolos de las hojas mas viejas pero no
afecta de forma significativa al crecimiento de la plantas. En la bibliografia se
ha encontrado alguna referencia de un mutante que pudiera estar relacionado
con los vistos aqui. Barker y colaboradores (2006) identificaron un mutante de
tomate (M205) que presentaba un retraso en el crecimiento, marchitez y una
necrosis progresiva que empezaba por la hojas viejas. Mediante RT-PCR los
autores vieron que algunos genes de defensa (PR-1, PR-5 y Lehsr203J) se
encontraban en el mutante altamente expresados en comparasion con las
plantas WT. También mencionan que las plantas mutantes presentan una
mayor resistencia a Oidium lycopersici en comparasion con el WT. Los autores
concluyen, tras diferentes andlisis moleculares, que el mutante M205 habria
experimentado una recombinacion en el locus Cf-9, generando un gen

quimérico (Hcr9-M205) que codifica para una proteina autoactiva.

Tras los analisis de cosegregacion, se puede decir con una probabilidad de
fallo menor del 1.8% que la mutacién en la linea 2477 ET MM es insercional.
De hecho, mediante Anchor-PCR, se ha identificado las regiones flanqueantes
del T-DNA insertado en la linea 2477 ET MM y se ha visto que la insercion
ocurrié en el gen Solyc11g011960.1 el cual codifica una proteina de tipo UDP-
glucosa pirofosforilasa. Este gen presenta homologia con dos genes de

Arabidopsis con funcién redundante que codifican proteinas UDP-glucosa
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pirofosforilasa. Se ha demostrado que estos genes juegan un papel importante
en la regulacion de la muerte celular en Arabidopsis (Chivasa et al., 2013; Park
et al., 2010). Por lo que respecta a la redundancia génica vista en Arabidopsis,
en tomate también existe otro gen (Solyc059g054060.2) que codifica una
proteina UDP-glucosa pirofosforilasa localizado en el cromosoma 5. Sin
embargo, al detectar el mutante 2477 ET MM con un fenotipo de necrosis,
pensamos que los dos genes (Solyc11g011960.1 y Solyc05g054060.2) no tiene
funcion redundante en tomate. Se deberian realizar analisis funcionales
comparativos de ambos genes para poder profundizar en su funcién y en un
posible mecanismo diferencial respecto de Arabidopsis. Hasta el momento no
se ha descrito en tomate ningun gen que codifique para una proteina UDP-
glucosa pirofosforilasa. Por tanto, el gen etiguetado en esta linea mutante
puede ayudar a mejorar el conocimiento que se tiene sobre el mecanismo de
necrosis y muerte celular en tomate. Con respecto a la posible relevancia
agronomica, se deberian realizar estudios sobre el comportamiento de las
plantas mutantes cuando son expuestas al atague por patégenos para ver
hasta qué punto esa respuesta necrotica puede tener relacién con una reaccion

hipersensible que evite la propagacion de patdégenos por toda la planta.

5.8.- Identificacion y caracterizacion de mutantes con

alteraciones en la respuesta morfogenética in vitro

Se ha abordado la identificacion de mutantes con respuesta morfogenética
alterada a partir de un material vegetal que regenera perfectamente en
condiciones de cultivo in vitro. Segun hemos comprobado en la bibliografia
consultada, ésta es la primera vez que se hace un escrutinio de este tipo para
la identificacion de mutantes que estén afectados de forma especifica en
procesos de regeneracion adventicia. En cuanto a la especie elegida para
realizar este proyecto, cabe destacar que algunos autores incluyen al tomate
entre las especies de media o baja respuesta morfogenética (Locky, 1983),

debido a que hay diversos cultivares o lineas que generan problemas a la hora
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de conseguir la regeneracion de plantas. Esto dificulta o puede llegar a impedir
que se alcancen resultados al emplear técnicas basadas en el cultivo in vitro en
las que es imprescindible la regeneracion de plantas (Hamza y Chupeau, 1993,
Frary y Earle, 1996). Las lineas T-DNA con las que se ha trabajado en el
presente proyecto se han obtenido a partir de un cultivar que no presenta
problemas para la regeneracion en nuestras condiciones. Por lo que respecta a
la identificacion de mutaciones que afecten la capacidad organogénica, hay
gue tener en cuenta que cualquier mutacién dominante de anulacion de funcién
(e.g.: que impidiera la regeneracion) no se detectaria porque no se podria
obtener la planta transgénica original (TG1). En cambio, si la mutacién es
recesiva (solo aparece cuando la planta porta el alelo mutado en homocigosis),
la planta transgénica se puede desarrollar perfectamente porque, al ser
hemicigotica, el alelo mutante no interfiere en el proceso de regeneracion. Por
ello, para identificar este tipo de mutantes se ha hecho imprescindible realizar
el escrutinio en progenies TG2 (descendencias de la linea transgénica original)

para detectar mutaciones con efecto recesivo.

Por otra parte, hay que tener en cuenta la dificultad metodolégica que supone
este tipo de escrutinios ya que, si se ha producido alguna alteracién en el
desarrollo de la plantula o ha habido una manipulacién inadecuada durante la
extraccion de los explantes, puede que éstos no regeneren, en cuyo caso se
corre el riesgo de calificar una linea como mutante, cuando en realidad no lo
es. Para evitar este problema se realizé un disefio experimental en el que, tras
la identificacion inicial de un mutante se hizo inmediatamente un experimento
de corroboracion con un numero mayor de individuos. Por otro lado, el medio y
las condiciones de cultivo que se han utilizado para la deteccion de mutantes
con alteraciones en la capacidad morfogenética in vitro deben estar
perfectamente ajustados para que la eficacia de regeneracion sea del 100%.
Esto es lo que permite tener la certeza de que un evento de no regeneracion en
varias plantas de una linea se deben a una alteracién genética y no a un fallo
en la manipulacién o el cultivo de los explantes. Dicho de otro modo, la
utilizacion de un medio y condiciones que no fueran Optimas para la

regeneracion, nos daria como resultado considerar lineas como mutantes
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cuando no lo son con la consiguiente pérdida de tiempo y recursos. En
definitiva, este escrutinio sbélo puede tener éxito si se tiene perfectamente
puesto a punto el sistema de regeneracion tanto en las condiciones de cultivo,
como en el medio de cultivo y en el conocimiento y manejo adecuado del

material vegetal.

La metodologia que se utiliz6 para la identificacion de mutantes alterados en la
respuesta morfogenética in vitro en este trabajo de Tesis Doctoral es una
estrategia novedosa. Partiendo del cultivo de explantes de cotileddon de
progenies TG2 provenientes de una poblacién de lineas mutagenizadas, el
posterior cultivo en un medio de cultivo 6ptimo para la regeneracion y el
fenotipado para detectar lineas en las cuales se observen explantes incapaces
de regenerar nos puede dar como resultado la deteccion de mutantes que
hayan sufrido alteracion genéticas (e. g.: disrupcién de gen clave y/o especifico
para la regeneracion) que lleven como resultado la incapacidad de regenerar
como los explantes de plantas WT. El estudio para determinar qué genes son
los implicados en la capacidad organogénica en plantas se ha llevado a cabo
generalmente mediante el analisis del patron de expresion de genes cuando se
cultivan los explantes en medios de regeneracion (Cary et al., 2002; Che et al.,
2006). Una de las criticas que se le podrian hacer a esta aproximacion es que
tras el corte de un explante (e. g.: cotiledon, foliolo, hipocétilo, tallo, etc.) y
posterior cultivo, el estrés creado puede conducir a que un gran numero de
genes sean activados y, por lo tanto, se vea un cambio en el patrén de
expresion de muchos genes que nada tienen que ver con la regeneracion. En
cambio, con la estrategia que estamos utilizando, la deteccion de mutantes de
reduccion o pérdida de respuesta morfogenética, se pueden identificar
alteraciones que son provocados por genes mayores que controlan este
proceso. Por lo tanto, creemos que la metodologia que hemos utilizado es la
mas adecuada para buscar los genes que controlan y regulan de forma

especifica el proceso de regeneracion en tomate.

El estudio de la respuesta morfogenética se ha llevado a cabo extensivamente

en la planta modelo Arabidopsis. Dentro del gran nimero de investigaciones
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realizadas, algunos estudios han sugerido que existe un control genético similar
entre la regeneracion adventicia de apices meristematicos y la iniciacion de las
raices laterales. Las raices laterales de las plantas se originan a partir del
periciclo (Dubrovsky et al., 2001) y se ha establecido que los explantes de raiz
desarrollan los callos organogénicos a partir de células periclinales, en un
medio de induccion de callo y, posteriormente, apices en un medio de
induccion de apices (Atta et al., 2009; Sugimoto et al., 2010; Sangwan et al.,
1992; Che et al., 2007). Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado que
la formacion de callo organogénico a partir de explantes de raiz, cotiledén y
pétalos esta bajo el mismo control genético que el de la iniciacidén de la division
de células del periciclo (Sugimoto et al., 2010). Tras el analisis de los mutantes
de Arabidopsis alf4-1 (aberrant lateral root formatio 4) en los cuales se bloquea
la iniciacion de la las raices laterales, la formacién de callo organogénico y la
regeneracion a partir de explantes de raiz se encuentra drasticamente
reducida. Los autores sugieren que la formacién de callo organogénico y la
formacion de raices laterales comparte muchos elementos (Sugimoto et al.,
2010). Por otro lado, Atta y colaboradores (2009) mencionan que tras el cultivo
de explantes de parte aére de la planta y de raiz, se expresan genes
especificos de raiz (WOX5, SCR, SHR, PLT1, RCH1), lo cual les hizo sugerir
gue el mecanismo de regeneracion adventicia de apices meristematicos y la

formacion de raices laterales comparten un control genético similar.

En el caso de los mutantes de regeneracion detectados en este trabajo de
Tesis, la linea 1524 ET MM presenta alteraciones fenotipicas que afectan
también el enraizamiento. Sin embargo, tras el fenotipado de las plantas
axénicas cultivadas en condiciones de cultivo in vitro, observamos que el
enraizamiento embrionario y adventicio no presenta alteraciones claras en el
resto de los mutantes de morfogénesis identificados. Segun la hipotesis
anteriormente planteada un mutante de regeneracion deberia tener alterado
algun carécter relacionado con el enraizamiento lateral, pero esto no es asi, al
menos en el caso del tomate. Por lo que respecta a las otras tres lineas
mutantes detectadas (1311 ET MM, 1801 ET MM, 2225 ET MM) se ha

comprobado que las raices, tanto embrionarias como adventicias, de las
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plantas cuyos explantes de cotiledon no fueron capaces de desarrollar apices
adventicios, son similares al de las plantas WT. Estos datos nos hacen pensar
que, a diferencia de lo que se ha descrito en Arabidopsis, en el caso del tomate
no hay una conexién estricta entre los procesos que generan la formacion de
callo y los que determinan la emergencia de raices laterales. Puede que ambos
procesos estén relacionados, pero nuestros datos indican que la incapacidad
de formar un callo no estd necesariamente ligada a la emergencia de raices

laterales, o a la inversa.

Se han identificado cuatro mutantes que no regeneran brotes adventicios a
partir de explantes de cotiledén. Dentro de estos mutantes, hay diferentes
fenotipos, desde los que solo experimentan una pequefia proliferacion celular
(2225 ET MM) hasta los que forma una gran cantidad de callo desorganizado y
producen ciertas estructuras similares a hojas pero no son capaces de formar
brotes adventicios (1311 ET MM). Esta gama de comportamientos nos pueden
permitir estudiar de forma diferenciada los procesos biologicos que tienen lugar
durante la regeneracion. Es de destacar que dos de ellos practicamente no
difieren en su desarrollo vegetativo y reproductivo respecto de las plantas WT,
lo cual hace aumentar su interés ya que el proceso alterado en estos mutantes

parece ser especifico de la regeneracion adventicia.

El modo de herencia de las mutaciones que afecta la capacidad de
regeneraciobn en este trabajo son todas monogénicas recesivas. En
comparacion, a traves de analisis géneticos de la regeneraciébn en tomate,
diverson autores sugieren que hay alelos dominantes que determinan una alta
capacidad de regeneracion (Koornneef et al., 1987; Fary y lllg, 1996; Satoh et
al., 2000; Pratta et al., 2003; Marchionni et al., 2007). Por ejemplo, Koornneef y
colaboradores (1993) encontraron un alelo dominante (Rg-1, Regeneration 1)
proveniente de una especie silvestre de tomate (Solanum peruvianum). Los
autores concluyeron, mendiente pruebas moleculares con RFLPs, que Rg-1 se

localiza en el cromosoma 3.

Uno de los aspectos que se ve en los mutantes 1524 ET MM y 1801 ET MM, es

gue ademas de presentar una respuesta morfogenética baja, se observan otras
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alteraciones en el desarrollo vegetativo en condiciones de cultivo in vitro al
igual que en condiciones in vivo. Sin embargo, en nuestro trabajo se han
identificado dos mutantes (2225 ET MM, 1311 ET MM) que en las condiciones
estadar de cultivo tanto in vitro como in vivo, no presentan alteraciones en el
desarrollo vegetativo. Este resultado es muy importante porque hasta el
momento no conocemos la existencia de ningun mutante de tomate que
solamente tenga alterada la capacidad de regenerar 4pices adventicios in vitro.
Esto aumenta el valor de estos mutantes, ya que al no tener alteraciones
obvias en el desarrollo y solamente en la capacidad de regeneracion de apices
adventicios, se pude inferir que el gen mutado es especifico de regeneracion.
En la especie modelo Arabidopsis, Johnson y colaboradores (2011)
caracterizaron un mutante (flal-1) el cual presentaba una respuesta
morfogénetica baja y, al igual que con nuestros mutantes (2225 ET MM, 1311
ET MM), los autores mencionan que las plantas que tenian alterada la
regeneracion no presentaban diferencias fenotipicas en comparacion con el
WT.

Los resultados obtenidos de la indentificacion de lineas mutantes con
alteraciones en la capacidad morfogenética in vitro, nos aporta un valioso
material para determinar algunos de los genes clave para la regeneracion.
Esperamos que trabajos futuros permitan conocer cuales son los genes
alterados en cada una de las lineas detectadas.Por ultimo, independientemente
de la identidad genética de las mutaciones observadas en cada linea, la utilidad
de identificar genes que puedan mejorar la capacidad de regeneracion in vitro
del tomate es evidente, tanto para el conocimiento basico como su utilizacion

en micropropagacion o mejora biotecnoldgica.
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Conclusiones
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1.

Se han evaluado 762 lineas T-DNA de tomate para detectar mutantes
afectadas en caracteres del desarrollo temprano y/o en su capacidad de
regeneracion adventicia in vitro. Se han identificado 22 mutantes, de las
que 21 portan una sola mutacion, mientras el otro tiene dos mutaciones
gue segregan de forma independiente. Por tanto, se han detectado un
total de 23 fenotipos mutantes diferentes.

Se han identificado cinco mutantes con alteraciones en el desarrollo
radicular. Entre ellas hay mutantes afectados en la raiz embrionaria, en
las raices secundarias y/o en las raices adventicias. Se ha analizado la

influencia de la aplicacion de auxinas exégenas en el fenotipo mutante.

Se han identificado seis mutantes con alteraciones en diferentes
caracteres de la parte aérea. Entre ellas destaca una linea con
alteraciones en la morfologia foliar, de la que ya se ha clonado el gen
afectado y otra, relacionada con los brasinosteroides, que exhibe

cambios en mdltiples caracteres.

Se ha identificado cuatro mutantes con fenotipo de muerte celular y
necrosis y ya se ha clonado el gen alterado en una de estas lineas

mutantes.

Se han identificado cinco mutantes afectados en la respuesta
morfogenética. El abordaje utilizado para detectar este tipo de mutantes
nos ha permitido identificar algunas lineas con alteraciones en diferentes
fases del proceso de regeneracion adventicia, como la formacién de
callo desorganizado, la diferenciacion de yemas adventicias, o el
desarrollo de las estructuras organogénicas hasta dar una nueva planta.
La caracterizacion de estos mutantes ha abierto la posibilidad de

encontrar genes especificos del proceso de organogénesis adventicia.

La mutacién presente en la linea 2225 ETMM impide la formacion de

callo dependiendo de la composicion de reguladores del crecimiento en
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el medio de cultivo. La planta mutante no tiene afectado el desarrollo
vegetativo tanto in vivo como in vitro, lo que indica que la mutacion no
afecta a los procesos de division celular in planta, sino que su efecto
esta restringido a la proliferacion celular a partir de las zonas de corte de
los explantes cultivados in vitro. Por otro lado, los callos de los explantes
de la linea 1311 ETMM diferencian yemas pero no desarrollan brotes
normales. Los analisis histologicos revelan que su anormal desarrollo se
debe a un defecto en la organizacion de meristemos apicales
adventicios. Lo mas destacable es que las plantas mutantes no exhiben
ninguna alteracién fenotipica, lo que indica que el gen alterado cumple

un papel especifico en el desarrollo de meristemos adventicios.

Los analisis genéticos realizados en las 23 mutaciones detectadas en
este Trabajo de Tesis Doctoral han indicado que en cinco de ellas existe
cosegregacion inserto T-DNA con nptll funcional y el fenotipo mutante
con una probabilidad de fallo menor al 5%. En estos casos se puede
abordar la clonacion del gen afectado mediante Anchor-PCR. De hecho,
gracias a la colaboracion con el grupo del Dr. Lozano (Universidad de
Almeria) ya se han clonado los genes alterados en dos mutantes: el de
la linea 1381 ET MM que codifica para una proteina de tipo lipasa con
un dominio alpha-beta hidrolasa y el de la linea 2477 ET MM que

codifica para una proteina de tipo UDP-glucosa pirofosforilasa.
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