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RESUMEN

La mutagénesis insercional ha supuesto en los agtiafios una herramienta biotécnologica
basica para la identificacion y etiquetado de gepescontrolan caracteres implicados en el
desarrollo con elevado interés agronomico, comoaanquitectura de la planta, precocidad,
androsterilidad, partenocarpia o la maduracion gseovacion post-cosecha del fruto. El
aspecto mas relevante de esta aproximacion edrgada identificacion de un mutante con
fenotipo de interés, el gen causante de dicho ifemoueda etiquetado por el T-DNA, lo que
facilita su clonacion. La utilidad de la mutagésesnsercional se puede incrementar
utilizando trampas génicas que ademas de genertciones por insercion del T-DNA,
permiten identificar los elementos de regulaciémidgen y llevar a cabo el analisis funcional.
Por ello se estan utilizando trampas de intensiices énhancer trapping) y de promotores
(promoter trapping) con gran profusion en especies modelo cémabidopsis thaliana donde

han comenzado a generarse una ingente cantidesuleados positivos.

Sin embargo, no podemos obviar que tras la tramsfcion de las células vegetales durante la
estrategia de mutagénesis insercional, existe acepo de regeneracion in-vitro en el que
dichas células se ven sometidas a un gran estndsgndo ademas en contacto con
componentes mutagénicos propios de los medios ldeoclEstas condiciones en ocasiones
desencadenan la aparicibn de mutaciones conocidas et nombre de variaciones
somaclonales que pueden resultar ser las respessadl fenotipo observado en las plantas
regeneradas.

En la actualidad se esta aplicando la estrategrawutagénesis insercional también en tomate
(Solanum lycopersicum L.), en la que se estan obteniendo prometedoretiadss. A partir

de una coleccién de mutantes de T-DNA en tomatenadds utilizando una trampa de
intensificadores se ha seleccionado una familiao cignotipo alterado tiene alto interés
agronomico. Se ha descartado la influencia del amisobre el fenotipo realizando dos
evaluaciones agronomicas en diferentes ciclos Wiwauprimavera-verano y otofio-invierno.
Ademés, la familia mutante seleccionada se ha teaizado molecularmente mediante
experimentos Southern blot, reacciones de PCR R/ ®@ntitativa a tiempo real (RT-gPCR).



Geneética y Fisiologia del Desarrollo Vegetal aura Castafieda Cruz

1. INTRODUCCION

1.1. EIl tomate

El tomate cultivadoSolanum lycopersicum L.), es una especie incluida dentro de la familia
de las Solanaceas. Las Solanaceas son la teroafia fan importancia economica dentro de
los cultivos vegetales y entre ellas se incluyesnaas del tomate otras especies ampliamente
utilizadas en agricultura como la patata, el tabdaoberenjena, el pimiento o especies
ornamentales como la petunia. Esta familia inclay@&s de 3000 especies de las cuales
muchas se originaron en las regiones del Amazoas A&ndes. Posteriormente colonizaron
multitud de habitats dentro de la selva, el desigralta montafa, lo cual justifica la enorme
diversidad genética acumulada por las especiesstdefamilia. Solanum lycopersicum, se
origino en la regién de los Andes, y es descenelidatla variedad cerasiforme. Esta variedad
se introdujo por primera vez a Europa en el sigih éuando ya habia alcanzado un avanzado

estado de domesticacion en México.

1.1.1. Taxonomia

El tomate cultivado es una especie dicotiledénehuita en la familia de las Solanaceas, y
aungue recientemente se ha introducido alguna moadibn, la taxonomia generalmente

aceptada es la siguiente (Esquinas-Alcazar €1995):
Clase: Dicotiledoneas

Orden: Solanales

Suborden: Solanineae

Familia: Solanaceae

Subfamilia: Solanoideae

Tribu: Solaneae

Género: Solanum

Especie Solanum lycopersicum L.
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1.1.2. Descripcion botanica de la especie

La planta de tomate es una planta perenne, de adtestivo, que se cultiva como anual.
Puede desarrollarse de forma rastrera, semirrecereota. Su sistema radicular esta
compuesto por una raiz principal corta y débilcgaisecundarias (numerosas y potentes) y
raices adventicias. En el tallo principal, de 2 @mde diametro se desarrollan hojas, tallos
secundarios de ramificacion simpodial e inflores@n La hoja es compuesta e
imparipinnada, con foliolos peciolados, lobuladodorde dentado. La flor es simétrica,
regular e hipogina y consta de 5 0 mas sépalosnissho numero de pétalos, estos ultimos
de color amarillo. Los estambres, unidos laterateyeforman un cono estaminal que
envuelve el gineceo, este ultimo portador de umiova o plurilocular. Las flores se agrupan
en inflorescencias de tipo racemoso (dicasio) yremn al tallo de la inflorescencia por medio
de un pedicelo articulado que contiene la zona bscision, distinguible como un
engrosamiento con un pequefo surco originado paresuccion del espesor del cortex. El
fruto es una baya bi o plurilocular, constituida b pericarpo, el tejido placentario y las

semillas (Salinas, 2006).

1.1.3. Biologia reproductiva del tomate

El desarrollo de las plantas de tomate sigue urdpaimpodial. Este tipo de desarrollo se
caracteriza porque el meristemo apical, despuédedarrollar un nimero variable de hojas
(entre 6 y 8 en la mayoria de los genotipos cudtigy, se determina como meristemo floral y
origina una flor terminal (Figura 1). El desarratle la planta continua a partir del meristemo
axilar de la dltima hoja del segmento, que da l@gan nuevo segmento simpodial (Atherton
y Harris, 1986).

' Meristemo i
|:| I Segmento Hg
O  Flor

0/ Hoja y meristemo axilar

Figura 1. Representacién esquematica del habito de crecitnisimpodial, caracteristico del patrén

de desarrollo de tomate. H = hoja; | = inflorescien
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En el desarrollo de tomate se observan 3 etapasapa inicial comienza con la germinacion
de la semilla y el desarrollo de la plantula. Lapatvegetativa se inicia a partir de los 21 dias
tras de la germinacion y dura entre 25 a 30 diasell el meristemo apical desarrolla un
segmento inicial que produce de 6 a 8 hojas depeddidel genotipo y concluye con el
desarrollo de una inflorescencia, que marca elardel desarrollo reproductivo. En la ultima
etapa o etapa reproductiva, el meristemo axildaddtima hoja produce un nuevo segmento

simpodial.

1.1.4. Gendmica del tomate

Solanum lycopersicum no sélo constituye uno de los productos mas iraptet de la
agricultura intensiva sino que ademas es una deelgmecies cultivadas que esta
experimentando en los Ultimos afios mayores avacéss ambitos de genética, gendmica y
mejora. Actualmente, es el sistema modelo paradiestla biologia del desarrollo de los
frutos carnosos asi como las interacciones plaatidggpno. Esto se debe a que el tomate es
una especie diploide, el tiempo de generacion ge gase dispone de protocolos rutinarios de
transformacion asi como recursos genéticos y gara@mnkntre estos recursos se incluyen las
colecciones de mutantes, una extensa base de Easmmicroarrays, poblaciones genéticas
caracterizadas fenotipicamente y un genoma reaiemie secuenciado (Bouchez et al, 1998).

1.2. Mutacion y tipos de mutaciones

Una mutacion es una alteracion en la secuencia DN Aue puede implicar desde la

modificacion de un solo nucleétido hasta la garmangérdida de cromosomas enteros. La
mutacion es una fuente de nuevos alelos y por tastoesponsable de gran parte de la
variacion existente entre poblaciones. En funciérsuaorigen, las mutaciones pueden

clasificarse en mutaciones espontaneas y mutaciodesidas.

Mutaciones espontaneas son aquellas que ocurreradera natural. Se cree que la mayoria
de las mutaciones espontaneas se producen durgnbeeso enzimatico de la replicacion del
ADN. Una vez se produce un error en el cédigo geméteste puede reflejarse en la
composicion de aminoacidos de la proteina que icadifSi el aminoacido alterado se
encuentra en una parte esencial de la molécula quaestructura o actividad bioquimica,

puede producirse una alteracion de su funcion.
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En contraste a estos sucesos espontaneos, enamsitfam mutaciones inducidas como
aquellas provocadas artificialmente. La primera a&nacion de induccion artificial de
mutaciones se produjo en 1927, cuando Herman JeMualiblico que los rayos X pueden

provocar mutaciones en Drosophila.

Para inducir las mutaciones se usan métodos fismo® la irradiacion con luz ultravioleta
(UV) o la biobalistica, agentes quimicos como adtlnosulfonato (EMS) o nitrosoguanidina
(NG) o mutacion insercional provocada por la intesgon de un T-DNA o transposones,

como por ejemplo, el elemento Ac/Ds de maiz (Emrabyilevy, 2002).

1.2.1. Mutagénesis insercional

Una herramienta esencial que permite llevar a @lenalisis funcional de una secuencia
gendmica, es la posibilidad de producir mutaciofessdmeno conocido como mutagénesis,
gue anulen la funcidon de aquellos genes de ingésndémico. Entre las aproximaciones
existentes para llevar a cabo mutagénesis en pobéscde plantas, destaca la mutagénesis
insercional, que se ha convertido en los ultimogsaén una herramienta basica para la
identificacién y etiquetado de genes. Esta técomasiste en la utilizacion de elementos
génicos capaces de insertarse aleatoriamente eengima de la planta, esto son, los
transposones (Martienssen, 1998) y el T-DNA de Bagcterium (Azpiroz-Leehan and
Feldmann, 1997). Hasta hace pocantgoria de programas deutagénesis se han llevado a
cabo mediante los transposonesntdgz en especies comArabidopsis, maiz y tomate pero
las amplias expectativas, ficil manejo y deteccién de la mutagénesis mediarBNA,

hacen que este seangdtodomas utilizado en la actualidad.

1.2.1.1. Mutagénesis insercional mediante transposones

Los transposones son elementos genéticos méviepyeden moverse de una localizacion
gendmica a otra, gracias a la presencia de seaserepetidas cortas que lo flanquean y que
son capaces de replicar e insertar una copia éngan nuevo en el genoma. Gracias a estas
caracteristicas, los transposones son herramiemigsitiles para la manipulacion genética.
Los primeros transposones fueron descubiertos é&npoaBarbara McClintock, hallazgo por
el cual fue galardonada con el premio Nobel en 1983

Los transposones han revolucionado la investigagemética en organismos modelo como

Drosophila yArabidopsis thaliana (Spradling et al., 1995; Parinov y Sundaresan,0200



Geneética y Fisiologia del Desarrollo Vegetal aura Castafieda Cruz

McClintock describio el sistema Ac/Ds en maiz, og dia se emplea como herramienta de
mutagénesis en plantas para caracterizar genasd@ri desconocida. Este sistema consta
del elemento autbnomo Ac, que es capaz de transmom®r si solo y el elemento no
autonomo Ds, que necesita la presencia de algimeate autbnomo para transponerse. El
sistema Ac/Ds no depende de factores de transponsisipecificos del organismo hospedador
y ademas, los factores implicados en el mecanisgnmalilidad se encuentran ampliamente
conservados en las distintas especies, lo que ¢l hgosible el uso de este sistema en
organismos heterélogos. Ademas, es importanteasgae las mutaciones introducidas por
el sistema Ac/Ds pueden reactivarse en la presélecia enzima transposasa, 10 que permite
la mutagénesis de genes estrechamente relacioodeslos (Smith et al., 1996; Machida et
al., 1997).

1.2.1.2. Mutagénesis insercional mediante T-DNA

Este tipo de mutagénesis esta restringida a aquelipecies de plantas que puedan ser
transformadas mediante T-DNA. Este es el casoodehte, para el cual existen protocolos de

transformacion rutinarios y en donde la eficierd®da técnica es bastante alta.

1.2.1.2.1. Transformacién mediada p@éwgrobacterium tumefaciens

Los vectores que se utilizan para producir plait@ssgénicas derivan de una bacteria del
suelo,Agrobacterium tumefaciens. Esta bacteria causa la “enfermedad de la agelleugllo”
gue provoca un crecimiento descontrolado (tumorgall@) en la base de la planta. El
responsable de la inducciéon de tumores es un plésmde ADN circular de 200kb,
denominado Ti (“tumor induction”). Cuando la ba@enfecta una célula de la planta, una
parte del plasmido Ti, denominado T-DNA se tramsfie inserta al azar en el genoma de la
planta. El pldsmido Ti porta dos componentes neisspara la transformacion genética,
estos son, la region TRA (genes de virulencia } yifta region T-DNA. De modo que,
mediante la accion combinada de los genes vir ssige la integracion en el genoma
vegetal de una copia del T-DNA, lo que a su veasioca un proceso neoplasico donde las
células vegetales diferenciadas se convierten keitas&umorales, debido a que se altera el
metabolismo de la planta sintetizando auxinas,quitonas y opinas. Las auxinas y
citoquininas alteran el metabolismo hormonal ecédlalla vegetal, de forma que la planta no

puede controlar la division celular, lo que provagaores.
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El comportamiento natural del plasmido Ti lo haagyradecuado para su uso como vector. Si
un fragmento de ADN de interés pudiera insertanseek T-DNA, entonces el ADN
recombinante se insertaria de forma estable earglnga de la planta. Los plasmidos Ti son
demasiado grandes para ser manipulados facilmeete dificil reducir su tamafio porque
contienen pocos sitios de restriccion unicos. Ponsiguiente, el inserto de interés
inicialmente se introduce en un vector mas peqyafito con otros genes y segmentos
necesarios para la recombinacion, replicacion ystewxia a antibioticos. Este vector
intermediario entonces se integra en el plasmidoriginando lo que se denomina un vector
binario. En los afios 80 comenzd el desarrollo tiesesistemas, los cuales se caracterizan por
tener dos origenes de replicacion, para multigeedanto erk. coli (que es el hospedador
mas usado para la manipulacion genética) comdtemefaciens, portan genes de resistencia
a antibioticos usados para seleccionar la presetaiavector binario en la bacteria, no
contienen genes de sintesis de auxinas, citoggiminde opinas, los cuales son sustituidos
por el gen de interés, sptasmidos de meno@amafio y poseen sitiognicos derestriccion

localizados en un sitio de clonacién multiple (lnakier) (Lee y Gelvin, 2008).

1.2.1.2.2. Trampas génicas

Otra aplicacion de la mutagénesis insercional ppiINR estriba en la deteccidon de elementos
de regulaciéon mediante el empleo de los denominésiskemas trampa” (trapping), que
permiten detectar secuencias reguladoras y asign@afuncion a partir de datos de expresion
génica. En ambos casos, el gen queda etiquetadal peDNA, facilitando la clonacion del

mismo.

1.2.1.2.2.1. Trampa de promotores

Se caracteriza por llevar el gen delator singin elemento promotor que promueva su
transcripcion, es por lo que necesita parackpresion del delator que lantegracion del T-
DNA sea en laegion promotora de un gen que se transcriba yestéeen “sentido”, pues los

promotores ejercen su influencia en una datacion.
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1.2.1.2.2.2. Trampa de genes

Igual que en el caso anterior, no pariagun elemento promotor para el gen delator, pero si
una secuencia conocida como Sitio Aceptor de Ex¢(BA3, que restringe la exgion del
delator a que se integre dentro de un gen, queDNIA se encuentre en “sentido”ademas,
tenga la pauta de lectura del gen. Cuando el getnasscriba hasta ARNmM el Séera
reconocido por la maquinaria de procesamiento desajeros y trata al gen delator como

unexon mas del gen donde se ha integrado, dando como résultamensajerquimérico.

1.2.1.2.2.3. Trampa de intensificadores

Al contrario que las anteriores, la trampa de isifteradores ¢nhancer trapping) porta un
promotorminimo para el gen delator, que pbsolo no es capaz de promovetrtmscripcion

del gen, por lo que se necesita quenlkagracion ocurra en un sitio transcripcionalmente
activo del genoma, es decir, en un gen, en un pmo influenciado por elementos
intensificadores o potenciadotes que pueden aetuaucha distancia del gen sobre el que
ejercen suaccion. La evaluacion del patron de expresion de la trampa de intensificadores
puede conducir a lalentificacion de geneslificiles de detectar en mutantes de perdida de
funcion. Por ejemplo, podemos detectar mutaciones ensgesdundantes o0 genes que
expresan suduncion en distintas etapas del desarrollo, por ejemhogen que juegue un
papel importante en el desarrollo temprano dehr&m y después intervenga en un estado
tardio del desarrollo (Jack et al., 1999; Stanford et28i01).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

La especie utilizada en este trabajo de investigaes tomateSplanum lycopersicum L.).
Como parte de un proyecto de investigacién preeiogeneré una coleccién de plantas
mutagenizadas con el T-DNA de pladsmido binario gD@4gura 2).
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Figura 2 .- Representacion esquematica del vector binario pDB84.cuadros en naranja y azul incluyen las diateas

Hindlll y EcoRl, respectivamente.

Las semillas se sembraron en bandejas de poliprapiie 150 alvéolos con una mezcla de
turba:fibra de coco:vermiculita (2:1:1) y se mamoeon en este medio hasta que las plantas
desarrollaron entre 7 y 9 hojas. En ese momenw,plantulas se trasplantaron a un
invernadero localizado en la finca experimentaladBundacion UAL-ANECOOP, donde se

llevaron a cabo los cultivos.
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2.2. Caracterizacion molecular del mutante. seleccionaad

La caracterizacidbn molecular de los mutantes sieleados por estar alterados en algun
proceso del desarrollo consistié en determinaipel de mutacion responsable del fenotipo

mutante.

Como primera opcién comprobamos que el fenotipantatesta causado por la estrategia de

mutagénesis insercional llevada a cabo. Para ello:

- Comprobamos que existe correlacion entre la aigerde T-DNA vy el fenotipo mutante

observado mediante experimentos de Southern Bldgciones de PCR.

Al descartar la primera opcién, estudiamos la plid#al de que el fenotipo mutante sea causa

de una variacion somaclonal. Para ello:

- Seleccionamos posibles genes que alterados, pudalalugar al fenotipo observado y

medimos sus niveles de expresion.

2.2.1. Determinar el tipo de mutacién responsable del festipo mutante

2.2.1.1. Determinacion del numero de inserciones del transge

Al generar una coleccién de mutantes utilizando esteategia de mutagénesis insercional,
esperamos que los fenotipos mutantes selecciorsgdoscausa de dicha estrategia. Si es asi,
debe haberse integrado al menos una insercion-B&A en el genoma de la planta. Es muy
importante conocer el nimero de inserciones de Qe se han integrado, ya que, este
namero delimita la dificultad de la caracterizacidmcional y clonacion del gen o genes
etiquetados por el T-DNA.

El vector binario utilizado para la generacion iteas transgénicas fue el pD991 (Jack et al.,
1999). El T-DNA de pD991 posee el gadA (GUS) bajo el control de un promotor minimo
incapaz de promover por si solo la transcripcioreste gen, necesitando la intervencion de
elementos promotores o intensificadores propiosA de la planta, caracteristica por la
gue este T-DNA es una “trampa de intensificadorAdémas contiene el g&dPTII, gen que
confiere resistencia a los antibioticos tipo “necmas” como por ejemplo, la kanamicina,
antibiotico utilizado para la seleccion de call@nsgénicos. Como podemos observar en la

figura 2, resaltamos del mapa de restriccion dBINIA las diana€coR| y Hindlll, utilizadas

10



Geneética y Fisiologia del Desarrollo Vegetal aura Castafieda Cruz

en la digestion del ADN genomico para la realizaaié Southerns. Para detectar el nimero
de inserciones de T-DNA en cada linea mutageninadanos como sonda el producto de
PCR purificado perteneciente a la amplificacion plata de los gend$PTIl y FALISFLORA
(FA). Al digerir el genoma de la planta transgénamn EcoR|l se generan multitud de
fragmentos, pero los que hibridan con nuestra ségelaesFA-NPTII) serd, en el caso del
genNPTII, el fragmento formado en la digestion del T-DNA/asi dianas flanquean a dicho
gen, es decir, coinciden en este caso la sond&aggehento de digestion a hibridar. Por tanto,
las sefiales de hibridacion detectadas son consaauwknla presencia del T-DNA en la planta
analizada, pero no se puede diferenciar el nUmemodias, solamente la presencia de uno o
varios T-DNAs. En el caso ddindlll, sélo hibridaran aquellos fragmentos que cogén
desde la diana respectiva en el T-DNA hasta laesigel diana que debe de encontrarse en el
genoma de tomate. De este modo se diferenciamstnaide inserciones que porta la planta.
El genFALSFLORA es un gen de copia Unica en el genom&atienum lycopersicum, por
esto nos sirve como control positivo en la hibridag/ ademas nos puede orientar sobre si el

T-DNA esta en homocigosis o0 hemicigosis seguntiEnsidad de la sefial.

Las tareas realizadas para determinar el nUmecomas del T-DNA han sido:

1) Extraccion de ADN gendmico

Se ha llevado a cabo la puesta a punto de la exirag purificacion de ADN siguiendo el
protocolo de Dellaporta et al., 1983 con algunaglifitaciones, tal y como se muestra a

continuacion:

- Macerar con Nitrogeno liquido 10-15 g de matdrieéco, previamente ultracongelados con

la ayuda de morteros previamente autoclavados.

- Afadir 11ml de tampdn de extraccion (100 mM HiSt pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0;
500 mM NaCl; 10 mM de [-mercaptoetanol) a la maestntes de que empiece a

descongelarse.

- Homogeneizar la muestra y afiadir 1 ml de doddél® sodico (SDS) 10 % para romper

las células y liberar sus componentes al medio.
- Incubar 10 min a 65 °C en agitacion (75 rpm)apaactivar las ADNasas.

- Anadir 5 ml de acetato potasico 5 M para preaipibs restos celulares y parte de las

proteinas de la mezcla, mezclar por inversion ekiacen hielo 30 min.

11



Geneética y Fisiologia del Desarrollo Vegetal aura Castafieda Cruz

- Centrifugar a 12000 rpm durante 15 min a 4 °@nsferir el sobrenadante a un tubo limpio
de 25 ml a través de un filtro Miracloth (Albiochgroon ayuda de un embudo.

- Aiadir 10 ml de isopropanol frio para precipgdADN y mezclar por inversion. Incubar 30
min a -20 °C.

- Centrifugar a 12000 rpm durante 10 min a 4 °@nidlar el sobrenadante y dejar secar a

temperatura ambiente.

- Una vez seco, afiadir 400 pl de TE (50 mM Tris CIM pH 8, 10 mM EDTA 0,5 M pH 8)

a el pellet e incubar durante toda la noche a gat@ facilitar la resuspension.

2) Lavado y precipitacion del ADN

- Afadir 1 volumen de cloroformo isoamilico (24ftio por cada volumen de muestra y

mezclar por inversion.
- Centrifugar 5 min a 9500 rpm y transferir lad@suosa (la superior) a un tubo limpio.

- Afadir 1/10 del volumen recuperado de AcNa 3 K yolumenes de etanol absoluto a la

muestra para precipitar las sales. Mezclar porgide posteriormente.

- Incubar 20 min a — 80 °C y centrifugar a 12.00@,rdurante 15 min a 4 °C. Desechar el
sobrenadante.

- Lavar el pellet con 150 pl de EtOH 70%.
- Centrifugar a 12000rpm durante 10 min y elimiglasobrenadante.

- Dejar secar el pellet a temperatura ambientesysgender en 200 pl de TE 0,1 N (10 mM
Tris CIH 1 M pH 8, 0,1 mM EDTA 0,5 M pH 8). Incubtvda la noche a 4 °C o 15 min a 65
°C.

3) Eliminacion del ARN
- Aiadir 1 pul de RNAasa a una concentracion dgd/tnl e incubar 1 h a 37 °C.

Con esta modificacion del protocolo original, sechaseguido purificar entre 200-400 ng de
ADN gendmico por muestra.
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4) Digestidén con endonucleasas de restriccion

El paso previo necesario para realizar una tragséé tipo Southern es la digestion
enzimatica del ADN gendomico previamente aisladayfjgado. En nuestro caso, el mapa de
restriccion del T-DNA nos ha conducido a utilizas kenzimas de restriccidtoR| (Takara)

y Hindlll (Takara).

Se utilizaron entre 10-20g de ADN gendmico para cada digestion, realizadanewmolumen
final de 150ul que contenia 1%l del Buffer 10X correspondiente a cada enzimalJ6@e
cada una de las dos enzimas elegidas$,de de una solucion de ARNasa (10 mg/ml), 4 ul de
spermidine y el volumen necesario de agua deatiatéril hasta completar el volumen final.
Las reacciones se incubaron 8 h a 37 °CHmmiR| y Hindlll. Las digestiones se precipitaron
mediante la adicién de 1/10 del volumen de Acetigt@odio 3 M pH 5,2 y a continuacion 2
volumenes de etanol absoluto. Después de centrifulgaar el pellet, el ADN se resuspendio
en 20ul de TEO,1 N (10 mM Tris HCI 1 M pH 8, 0,1 mM EDTAS5 M pH 8).

5) Southern Blot

El Southern Blot se realiza mediante transferealdalina a una membrana de nylon cargada
positvamente (Hybond-N+, Amersham Biosciencesgui@ adhiere al ADN fuertemente, ya
que el ADN es una molécula con carga negativa.

El ADN digerido y precipitado se carga en un geladarosa al 0,8 %. La electroforesis se
realiza a 60 V durante 14 h. A continuacion, seeshaenos tratamientos al gel, primero se
realiza una depurinizacion con una solucion de HTL125 M. A continuacién
desnaturalizamos el gel con el Buffer de Desnaaagibn, solucion de NaCl y NaOH (87,66
g NaCl y 20 g NaOH al 99 % de rigueza en 1 I). Déspmeutralizamos las cargas utilizando
el Buffer de Neutralizacion (87,66 g NaCl 60,5 giira base en 1 | a pH7,5).

Una vez esta preparado el gel, montamos la culaetallpvar a cabo la transferencia capilar.
Sobre una bandeja colocamos el portageles del,re\waxima de éste el gel. A continuacién
se pone la membrana, 2 papeles Whatman®, y sotme &5 coloca una torre de papel y un
cristal o soporte para una pesa de 400 g (Figuraa3jorre de papel ejerce una fuerza de
capilaridad, hace subir el Buffer de Transferei@®®23 g Citrato sodico, 175,32 g NaClen 1
| a pH 7-8) desde la bandeja y arrastra consigd@\ del gel, hasta quedar atrapado
fuertemente en la membrana. Se deja transcutranaferencia durante 8-14 h.
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I Daca de vidrio

Torre de papel

Papel Whatman®
Menbrana de nylon

I G<! de Agarosa

Figura 3. Representacion esquematica de la transferengpdaratipo Southern Blot.

6) Hibridacion con sonda radioactiva

El dltimo paso metodolégico es la hibridacion cova sonda marcada radiactivamente con
P*2. En nuestro caso usamos una sonda quimérica d&RjE | fusionado a un fragmento de
un gen endégeno como EALSFLORA (FA), lo que permite tener un control adecuado de la
hibridacion.

En un primer paso ponemos la membrana a pre-hitaidé®d °C en el horno de hibridacién,
agitandose y con el buffer comercial, PerfecthybT¥s RSigma Aldrich, Inc.), el cual
aumentara la sefial de hibridacion. La pre-hibrittaclebe ser de al menos 5 min, por ello,

mientras transcurre este tiempo se procede a marsanda radiactivamente.

Se desnaturaliza la sonda por calor, calentandcsal@ion de la misma durante 5 min en
agua hirviendo. A continuacién se coloca en higmpevitar que el ADN se renaturalice. A
este ADN se le afiade 5i de P? (dCTP) y una alicuota del kit Rediprime Il Random
Prime Labelling System (GE Healthcare), que costienDNA polimerasa, el tampon y el
resto de reactivos necesarios para la sintess slenida radiactiva. Se incuba a 37 °C durante
10 minutos. Después, el producto de la reaccidhase pasar por una columna (illustra™
MicroSpin Columns, GE Healthcare) para eliminareeteso de radioactividad, asi como
polimerasa, cebadores aleatorios, dejando sola palsasonda marcada con radioactividad.
Por altimo, se desnaturaliza la sonda y se ech#alde hibridacion, donde estara incubando
a 65 °C 8-10 h.

Tras la hibridacion se procede al lavado de la nmangbcon SSPE (0.2 M buffer fosfato, pH

aprox. 7.4, contiene 2,98 M NaCl y 0,02 M de EDBEA)orden decreciente de concentracion,
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3 lavados de SSPE 5X, 3 lavados de SSPE 2,5X,1Xdel lavado de 0,1X. De este modo
se aumenta la astringencia, para eliminar la ratliodad inespecifica pegada a la membrana.
La membrana lavada se plastifica y se introducereasete junto con una pelicula auto-

radiogréafica, donde se deja una semana exponieardaup posterior revelado.

2.2.1.2. Determinar la existencia de algun fragmento trdoade T-DNA

En ocasiones durante la insercion de T-DNA medjat@\gr obacterium tumefaciens pueden
ocurrir errores que lleven a la insercion de urgrfranto truncado del T-DNA. Para
comprobar si existia correlacién entre el fenotipstante y la insercién de algun fragmento
de T-DNA se llevaron a cabo una bateria de reaesiol® PCR. Esta bateria de reacciones

esta disefiada de forma que se cubren distintasnesydel T-DNA.

1) Preparacion de las muestras:

Para llevar a cabo la amplificacion por PCR utitive ADN gendmico de las muestras de
interés y ademas, se utiliz6 ADN gendmico de pkmta genotipo Money Maker como
control negativo y ADN gendmico de dos plantas lgaleian sido evaluadas previamente, las
cuales portaban una insercion del T-DNA completona@ocontroles positivos a una
concentracion de 10 ng/ul.

2) Amplificacion por PCR

El ADN gendmico fue utilizado como molde para lapiifitacion. Para cada reaccion de
PCR se uso il de ADN, 1 U REDTag® DNA polimerasa (SIGMA-Aldrizly 0,33uM de
cada uno de los miembros de la pareja de cebadtleados en cada caso. El programa
utilizado en el termociclador (Eppendorf Mastereyckp gradient S) comenzé con una
desnaturalizacion de 5min a 94 °C, seguido poii@éscde 30 seg a 94 °C, 30 sega 60°Cy 2
min 30 seg a 72 °C y por ultimo, una extension filee5 min a 72 °C.

La totalidad del volumen de la reaccion fue andlizpor electroforesis en gel de agarosa y

tefido con Bromuro de Ethidium al 1 %.
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2.2.1.3. Medir niveles de expresion de los genes candidatos

Para descartar la relacion entre la existenciandeénsercion de T-DNA y el fenotipo mutante
se seleccionaron tres genes candidatos y se pooeednalizar su expresion. Los genes

candidatos en este caso fueron genes de claseddjérados en el desarrollo de la flor.

Para analizar la expresion de estos genes, partiomes florales y flores en antesis de
plantas de fenotipo mutante y plantas hermanastyplel (\WT) como controles.

1) Extraccion de ARN

Se ha llevado a cabo la puesta a punto de la eidrag purificacion de ARN utilizando
Trizol® Reagent (Invitrogen), de acuerdo al sigtegorotocolo:

- Macerar con Nitrogeno liquido material frescagpamente ultracongelado.
- Aiadir 1 ml de Trizol® Reagent (Invitrogen) euhar 5 min a temperatura ambiente.

- Afadir 200ul de cloroformo, para hacer posible la extracciéniaifase organica. Incubar

3min a temperatura ambiente.
- Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 4 °C.

- Pasar la fase acuosa a tubos limpios conubd@ isopropanol y mezclar por inversion para

precipitar el ADN la fase acuosa. Incubar 10 miawtdemperatura ambiente.
- Centrifugar a 12000 g durante 10 min a 4 °C peagaipitar el ADN.

- Eliminar el sobrenadante y afiadir 1 ml de etattoPb con HO DEPC. Homogeneizar la

muestra.
- Centrifugar a 7500 g durante 5 min a 4 °C. Deacat sobrenadante y dejar secar el pellet.

- Resuspender en 44 de HO DEPC e incubar 10 min a 60 °C para que quedbrietde

resuspendido.

- Afadir 5ul de 10X DNase Buffer-free (Ambion) yl de rDNasel DNA-free (Ambion) e

incubar a 37 °C durante 1 hora para eliminar cualquolécula de ADN.

- Anadir 10ul de DNase Inactvation Reagent (Ambion) para inactlas ADNasa que se
afadieron en el paso anterior. Incubar durantenZanémperatura ambiente.

- Centrifugar durante 10 min a 10000 g. Pasar lelesmdante, que contiene el ARN disuelto,

a un tubo limpio.
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Con esta modificacion del protocolo original, sedeaseguido purificar muestras con una
concentracion de ARN entre 2-2,8/ul.

2) Sintesis de cDNA

Una vez hemos obtenido el ARN debemos sintetizasDNIA para medir los niveles de
expresion del gen en el tejido estudiado. Parasellasaron los componentes y protocolo de
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)

3) Reacciones RT-PCR

A partir del cDNA sintetizado se analizaron losadés de expresion de los genes candidatos
de tomateAPETALA3 (TAP3), MADS-BOX GENEG6 (TM6) y PISTILLATA (TPI) mediante
PCR cuantitativa a tiempo real. Como control pesitise amplificé simultaneamente un
fragmento especifico del gen endégéfmquitina de expresidon constitutiva que se expresa
en la misma medida en células del mutante y det@oi€omo control negativo se amplificd
un fragmento especifico de un intron del gen deardelo reproductivo del tomate

ARLEQUIN (ALQ), por lo que no deberia verse expresion. Los aekaditilizados fueron:

- TAP3: SL-Fx (5-ACTTACGCCTTCAACCCAAC-3) y SL-Rx (5-
ATCAGAGCCACCTCCACTGT-3)

- TPl TPI-Fz  (5-CAAAGAGAAAGGGATTATGAGT-3) y TPIRz (5-
TTGGCTGATGAACTCGTAGG-3)

- TM6: TM6-F2z  (5-CTTCAATCTTTCTTTTCCCG-3’) y TM6-Rz (5-
AAAGAGAGGAAAAAGTGAAGAG-3)

- UBI: Le ubi3-Rz (5-AAATCAAACGCTGCTGGTCT-3) y Le ubi3-Fz (5-CCA
AGATCCAGGACAAGGAA-3)

- ALQ: ALQpro-Fz (5-GGGAAGGTTCCCTACAATG-3) y ALQpo-Rz (5-
GGGGTTGCTCATCCATTA-3).

Los datos obtenidos fueron analizados mediante&bdld de Cuantificacion Relativa o del
AACHL.
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3. RESULTADOS

3.1 Analisis genético

3.1.1 Caracterizacién fenotipica

Durante la campafia de primavera-verano 2010 seiawal 300 familias TG2. De entre las
familias alteradas en su fenotipo vegetativo, reépctivo o ambos, se seleccion6 1 familia
para ser objeto del presente estudio. La familiatdeés, de fondo génetico p73, constaba de
12 plantas, con una segregacion de 11 plantastyp&l(WT) y 1 planta mutante (mut) (11:1).
Sabiendo que las proporciones esperadas para uteciémurecesiva son Y4 de plantas

2
mutantes y % de plantas WT realizamos la pruetsdistica®  y obtuvimos un valor de
1,777 (p>0,001), comprobandose asi que se trataalenutacion recesiva.

El fenotipo de la planta mutante estaba alteradivel vegetativo y reproductivo. Se trataba
de una planta de menor tamafio, aproximadamenteerdss respecto a plantas WT, menor
vigor y foliolos mas pequefios (Figura 4A). Adensasjvel reproductivo, el desarrollo de los
organos de la flor estaba alterado en el segundwgr verticilo. En una planta WT la flor es
simétrica, regular e hipogina y consta de cuatrticd®s. El mas externo esta formado por 5
0 6 sépalos verdes, que se alternan con un nunmeitarsde pétalos amarillos en el segundo
verticilo, los cuales se disponen alrededor deténdsres fusionados lateralmente formando
un cono estaminal alrededor del estilo, y un nimvarable de carpelos en el verticilo mas
interno (Lozano et al., 2009). Sin embargo, erflaes de la planta mutante el segundo y
tercer verticilo estaban alterados, presentandalggtsepaloides y estambres carpeloides con
falta de fusion del cono estaminal (Figura 4B). fregos que desarrollaba eran deformes y

partenocarpicos, y ademas, no se observaba almsdisiés pétalos (Figura 4C).
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mut

Figura 4. A- Fenotipo vegetativo de la planta mutante y lataldhermana WTB- Fenotipo floral de la planta mutante y la

planta hermana WTC- Fenotipo de los frutos de la planta mutante planta hermana WT.

Durante el ciclo de cultivo otofio-invierno 2010-20dolvié a evaluarse 1 familia TG2 y 2
familias TG3 descendientes de 2 plantas herman&sdeGenotipo WT, para diferenciar los
condicionantes ambientales frente a la constitugénética de la planta, corroborar el

fenotipo y proceder a la caracterizacién molecular.

Durante este segundo ciclo de cultivo se pudo whseue los dos fenotipos, vegetativo, al
gue hemos llamado fenotipo 1, y reproductivo, @& bamos llamado fenotipo 2, segregaban

de manera independiente (Tabla 1).

. TG2 TG3-1 TG3-2
Familia
(12 plantas) (10 plantas) (12 plantas)
Fenotipo WT 7 7 7
Fenotipo 1
Fenotipo 2 1 0 3
Fenotipos 1y 2 0 0 1

Tabla 1. Segregacion de las familias TG2, TG3-1 y TG3-2adte el ciclo de cultivo de otofio-invierno 20120 Se
indican el nimero de plantas totales, plantas eantipo WT, plantas con fenotipo 1, plantas comfipo 2 y plantas con

ambos fenotipos (Fenotipos 1y 2)
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A la vista de la Tabla 1, se consideré la famil@3F2 como la mas interesante ya que tenia
plantas con fenotipos 1, 2, y 1y 2. Se extrajal@N gendmico de individuos de esta familia

para los ensayos posteriores de caracterizacioaculal.

3.2 Caracterizacion molecular

3.2.1 Correlaciéon genotipo-fenotipo

La caracterizacidon molecular de la familia mutasgéeccionada se inicio comprobando la
correlacion existente entre el genotipo y el fggmtiLas plantas con fenotipo mutante
deberian tener al menos una insercion de T-DNAuggesoma que ocasione la modificacion
de un gen, dando lugar asi al fenotipo mutantea Bamprobar esta relaciéon se hicieron

experimentos Southern blot y reacciones de PCR.

Se llevaron a cabo experimentos tipo Southernddatun pool de ADN proveniente de las
12 plantas de la familia TG3-2 y con ADN extraidalividualmente de las que presentaban
los distintos fenotipos mutantes. De este modo dasible conocer el numero total de
inserciones y cual o cuales de ellas eran resplassdle cada uno de los fenotipos. En la
Figura 5 puede observarse que la hibridacién caomaaFA-NPTII ha sido satisfactoria ya

gue podemos ver los fragmentos correspondientgeralFA digeridos con las enzimas de
restriccionEcoRI y Hindlll, respectivamente. Sin embargo, no observamegum fragmento

correspondiente al gen de resistencia a kanamid®ifd]l, en ninguna de las muestras
ensayadas. Por tanto, podemos concluir que noeexisa insercién responsable de los

fenotipos observados que porte el {ETII.

En ocasiones, durante el proceso de transformad@rcélulas de tomate mediada por
Agrobacterium tumefaciens pueden ocurrir errores que lleven a la inserc@mu fragmento
truncado del T-DNA que no porte el geRTIl. Por esto, que no se haya detectado ninguna
insercion con la sond@A-NPTII no implica que no se haya insertado algun fragmnéatT-
DNA del pldsmido binario pD991.
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TG3-2
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Fa-EcoRl—>
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Figura 5. Pelicula de Southern-blot. Se puede observarglgéeida a derecha las muestras de un pool de ADIdsd&2
plantas TG3-2, ADN de una planta de fenotipol (ARDN de una planta de fenotipo 2 (F2) y ADN de ymanta de
fenotipo 1y2 (Fly2). Cada una de las muestras de A&3Nencontramos por duplicado, digerido con laziness de
restriccionEcoRI y Hindlll, respectivamente.

Con el fin de comprobar si el fenotipo mutante lestaausado por la insercion de algun
fragmento del inserto de T-DNA se llevo a cabo bateria de reacciones PCR. Con cada
pareja de oligonucledtidos se pretendia amplifadguna region del T-DNA del plasmido
binario pD991 (Figura 6).

pD991

-60 CaMV minimal promoter

LB
m s ant o (s

> <
2 p > | 6 p—————«
1096pb 3 ’—4‘| ¢ 986pb T —<
1103pb 892pb
838pb 1004pb
1177pb

Figura 6. Fragmento de T-DNA completo del plasmido bings@991 en la parte superior, y en la parte infeger

representa la superficie del fragmento que se afigalien cada una de las 7 parejas de cebadores
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Se llevaron a cabo 7 reacciones de PCR, cada mnanzopareja de cebadores diferente. Para
todas las reacciones se parti6 de ADN extraidovitdalmente de plantas TG3 que
presentaban los distintos fenotipos. Ademas, §r@ADN de una planta de genotipo Money
Maker como control negativo y ADN de dos plantag goseian al menos una insercion
como controles positivos. Los resultados fueronatiegs para las 7 combinaciones de
cebadores, es decir, solo se observd amplificamioeal caso de los controles positivos. En la
figura 7 podemos observar el patron de amplificacde se repitio en cada una de las 7

reacciones.

ABCDEF

Figura 7. Resultado de la bateria de reacciones de PCR. ttas i B, C, D, E y F representan cada una denlasstras
ensayadas: A ADN gendmico de una planta de fendtjfiw ADN gendmico de una planta de fenotipo 2, @NAgendmico
de una planta de fenotipo 1y2, D ADN genomico da planta de fenotipo Money Maker que se utilizéd eacontrol
negativo, y E y F ADN gendmico de plantas con ahonena insercion de T-DNA que utilizamos como amles positivos.

En las 7 reacciones se observo el mismo patromgéfeacion.

Esta estrategia descartd que cualquiera de lofedoipos mutantes estuvieran causados por
la estrategia de mutagénesis insercional. Los tegig indicaban que el fenotipo mutante
podia estar causado por una variacion somaclorelde o algunos genes involucrados en el

desarrollo de la flor en tomate.

3.2.2 Posibles genes alterados causantes del fenotipotamie

Atendiendo al fenotipo mutante de las plantas alnmproductivo, se considerd que el o los
genes que podrian estar alterados y causar dshtdipo debian ser genes de clase B segun
el modelo ABC.

El modelo ABC se formulé a principios de la décddalos 90 a partir del analisis de tres
clases de mutantes homeodticos florales con defertda identidad de los érganos en dos
verticilos adyacentes de la flor. Es importantdat=s que se han descrito mutantes similares
tanto enArabidopsis como erAntirrhinum, lo que sugiere que la regulacion de la identaiad
los 6rganos florales se ha conservado a lo larga égolucion (Coen et al.,1991, Weigel et
al., 1994, Causiera et al., 2010). De acuerdo tomoéelo, la diferenciacion de los 6rganos
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florales esta controlada por la expresion de gdeedase A en el primer verticilo, clase A 'y
B en el segundo verticilo, clase B y C en el texcgrclase C en el cuarto (Weigel et al.,
1994). Otras funciones han sido descritas comosgdeeclase D, que son esenciales para la
identidad del 6vulo (Colombo et al.,, 1995) y genesclase E JEPALLATA, SEP) que
interviene en la especificidad de todos los érganaepto los sépalos (Honma et al., 2001,
Ditta et al., 2004, Olimpieri et al., 2008). Los tantes con defectos en el segundo y tercer
verticilo, que se traducen en la conversion delpeien sépalos y los estambres en carpelos,
definen la funcion de los genes de clase B. Loggee clase B incluydP STILLATA (PI) y
APETALA3 (AP3) en Arabidopsis thaliana y GLOBOSA (GLO) y DEFICIENS (DEF) en
Antirrhinum (Causiera et al., 2010). En tomate encontramogémes ortologos, es decir,
genes con la misma funcién que pertenecen a espéiferentes pero con un antepasado
comun:TOMATO AP3 (TAP3) y TOMATO PISTILLATA (TPI).

Dentro del clado de las angiospermas tuvo lugare H&25 millones afios, un importante
evento de duplicacién en el linaje del g&R3 que desencadend en dos linajes de genes
paralogosTAP3 y TM6 (Magallon et al., 1999, Kramer et al., 1998; Kraradrish, 1999).

Dos genes paralogos son aquellos que tienen didtmicion o al menos cierto grado de
especializacidon, se encuentran en el mismo organignsu semejanza revela que proceden
uno de la duplicacion del otro. Diversos ensayas demostrado quéAP3 y TM6 tienen
diferentes funciones (de Martino et al., 2006). BAI? necesario para la identidad de pétalos
y estambres, mientras quéM6 parece desempeiiar un papel predominante en la
diferenciacion de los estambres (de Martino et28l06). Con todo lo anteriofAP3, TPI y

TM6 fueron los genes seleccionados como candidatagsacel fenotipo mutante.

3.2.3. Niveles de expresion de genes candidatos

Al medir los niveles de expresion de los gehdB3, TPl y TM6 en plantas con fenotipo WT
y mutante a nivel reproductivo en boton floral grfen antésis, mediante una reaccion de

PCR a tiempo real se obtuvieron los resultadossquauestran en la Figura 8.
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Figura 8. Niveles de expresion de los genes de clase Boegsfen distintos estadios de desarrollo, botdalflgf y flor en
antésis ,(anthesis day, AD) de plantas mutantes gldfenotipo 2 (de color rojo) y plantas hermaids(en color azul).A-
Niveles de expresion relativa del geAP3. B- Niveles de expresion relativa del gél. C-Niveles de expresion relativa del
genTM6.

No se observaron diferencias significativas ennliogles de expresion de los geriesP3,
TM6 y TPI entre plantas de fenotipo WT y mutante de fenoflpen estadio de antésis
(Anthesis Day, AD). Sin embargo, en boton floraf)(EBl gen TPI estd sobreexpresado en
plantas con fenotipo mutante con respecto a plafMBsmientras quadM6 esta inhibido y

TAP3 no se encuentra alterado.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los experimentos deh8&aou blot y las reacciones de PCR
sugieren que el fenotipo mutante no esta causadan@ mutacion de tipo insercional. Sin
embargo, podria deberse a una mutacion producidmtdula regeneracion de la planta en
cultivo in-vitro. El cultivo in-vitro de células vegetales puede resultar un ambiente mu
estresante para estas Ultimas y puede involucracepos mutagénicos durante el
establecimiento del explante, la induccion de calbb formacién de embriones o la
regeneracion de plantas. A las mutaciones gendjioase observan en plantas regeneradas
por cultivoin vitro se les denomina variaciones somaclonales. Laacianes somaclonales
generalmente son espontaneas y los cambios pueddreredables (Kaeppler et al., 2000;
Sahijram et al., 2003; Anu et al., 2004). Cuandeddacion somaclonal es heredable se le
asocia con reestructuraciones cromosomales, deéio mutaciones (Noro et al., 2007).
Ademas, se ha encontrado que la variacion somdatsnenucho mas frecuente que otras
mutaciones espontaneas (Tabares et al., 1991)ofRmesto, barajamos la hipotesis de que el

fenotipo observado en las plantas mutantes sedalahina variacion somaclonal.

El fenotipo mutante observado consistente en laarsion parcial de pétalos en sépalos y
estambres en carpelos, es similar al que se obsarles mutantes de clasest@menless (d)

y pigtillate (tpi) y en lineas de silenciamiento del gevi6 generadas mediante técnica de
RNA interferente RNAi (Gomez et al., 1999; Olimpiet al., 2008; de Martino et al., 2006).
Por ello se procedié6 a medir sus niveles de exjmesn boton floral y flor en antésis de
plantas de fenotipo mutante y los correspondierdatoles. De acuerdo con el modelo ABC,
la diferenciacién de los cuatro tipos de érganosafes esta controlada por la expresion de
genes de clase A en el primer verticilo floralsel& y B en el segundo verticilo, clase By C
en el tercero, y clase C en el cuarto (Weigel gt1894). De este modo al reducirse la
expresion del gefiM6 de clase B (Figura 8C), los gend&CROCALIX (MC) de clase Ay
TOMATO AGAMOUS'1 (TAG1) de clase C podrian determinar la identidad delsépy
carpelos en pétalos y estambres, respectivamesteel Aenotipo que se ha observado en las

flores mutantes podria estar causado por la inbibide TM6.

En estudios previos se obtuvieron lineas transgénie fondo genético cv Micro-Tom, en
las que se silencio el gadM6 mediante una estrategia de RNAI. Estas lineasrarost un

fenotipo que consistia en la conversion de estandnecarpelos dando lugar a una mala
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fusion del cono estaminal (de Martino et al., 20@6)y como observamos en nuestro mutante.
Sin embargo y pese al menor tamafio de los pétadose observd ninguna anomalia en la
identidad de los éstos (de Martino et al., 2008h@@bservamos en nuestro mutante, donde
los pétalos estan parcialmente convertidos en egpaélsta diferencia podria deberse al
distinto nivel de silenciamiento o inhibicién dedrgo al distinto fondo genético utilizado en
cada estudio cv Micro-Tom vs cv p73.

Por otro lado, la sobreexpresion del gét que observamos en el fenotipo mutante (Figura
8B) podria interpretarse como respuesta a la waatin parcial de TM6 para mantener la
identidad de pétalos y carpelos. Sin embai@® y TPl actian de manera independiente y
no existe autorregulacion entre ellos (de Martinale 2006). Este comportamiento podria
explicarse con la existencia de un regulador com@mbos genes de clase B. Segun esta
hipotesis el regulador coman @M6 y TPI, ante la ausencia del géM6, activaria en mayor
grado la expresion dEPI. La hipotesis del regulador comdn encuentra se ka diferentes
estudios. En la especie modéiabidopsis thaliana se ha descrito que el gen de identidad de
meristemo floraLEAFY (LFY) regula a los gene&P3 y Pl (Kato et al., 2005). También, se
ha determinado en recientes estudios que el géfogot deLFY en tomate FALSFLORA
(FA), regula arM6 (Lozano et al., 2009). Segun los resultados otitesnén este estudio y los
antecedentes descritos, un posible regulador comémctie sobreM6 y TPI seriaFA.

Otra caracteristica que observamos en el fenosda &lta de escision de los pétalos en las
flores, lo que se detecta en frutos maduros. Esdoig ser debido a la identidad sepaloidea de

los pétalos, por lo que éstos no senecen y quetteridos al fruto maduro.

Se ha comprobado que en los programas de mutagénssicional con T-DNA existe un
cierto porcentaje de generacion de variantes samalels, por lo que la identificacion de la
mutacion se vuelve mas compleja en dichos mutaDegste modo, el gen mutado no queda
etiquetado por el T-DNA y se necesitan de otragategfias mas costosas para su
identificacién. En nuestro caso, hemos podido colmgr que el genotipo seleccionado no se
trata de un mutante insercional y dado su altaéstagronémico se abordara la clonacion del
gen mutado mediante clonaje posicional o secuedaianasiva de su genoma. Ademas, los
estudios de expresion génica nos han aportadomafdén muy valiosa respecto a genes
identificados como posibles candidatos a estar aostaEn concreto, la disminucion
significativa de los transcritos déV16, induce a pensar que éste pueda ser el gen ¢hddec
en el mutante seleccionado. Por ello, en primearlsg procedera a secuenciar el gbto

para identificar alguna posible mutacion alélica.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se ha llevadda tmacaracterizacion fenotipica y molecular
de un mutante de insercién de tomate. Las conclasiobtenidas del trabajo realizado han

sido:

1) El mutante seleccionado mostré dos fenotipos bifemeshciados. A nivel vegetativo,
presenta menor tamafo y vigor que las plantas VdEn#as, a nivel reproductivo, sus
flores presentan alteraciones en el segundo Yy rteredicilo, mostrando pétalos
sepaloides y estambres carpeloides, asi comadialtiasion del cono estaminal.

2) La caracterizacion fenotipica de las familias TGRPGB revel6 que los dos fenotipos

observados, vegetativo y reproductivo, segreganaleera independiente.

3) La caracterizacién molecular descarté que cualguier los dos fenotipos mutantes
observados estuvieran causados por la estrategimutiegénesis insercional. Los
resultados indicaron que el fenotipo mutante puestar causado por una variacion
somaclonal de algun o algunos genes involucradogl etiesarrollo vegetativo y

reproductivo del tomate.

4) Los niveles de expresion de los genes candid@#i’3, TM6 y TPI, sugirieren que
TM6 podria se el gen responsable del fenotipo obderaanivel reproductivo en el

mutante seleccionado.
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