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A. INTERES Y OBJETIVOS

El tomate (Solanum lycopersicum L.) representa uno de los cultivos horticolas de
mayor repercusion socio-econémica a nivel mundial. Su demanda aumenta
continuamente y con ella su cultivo, produccién y comercio. Segun fuentes de la FAOQ,
la superficie mundial de tomate (fresco y de transformacion) en 2008 fue de 5.227.883
hectareas, con una produccion de 129,65 millones de toneladas y un rendimiento medio
de 24.800 kg x ha™ (FAOSTAT, 2010). Junto a ello, el tomate se ha convertido en un
excelente modelo para la investigacion en mejora genética y gendmica como

consecuencia de una combinacion de razones cientificas y agrondmicas.

Caracteres como la arquitectura de la planta, precocidad tanto en el desarrollo
vegetativo como reproductivo, androesterilidad, partenocarpia, maduracion y
conservacion post-cosecha del fruto, tienen una gran importancia agronomica y
dependen del establecimiento de patrones de desarrollo adecuados que estan regulados
por distintos genes capaces de responder a sefiales endogenas y otras de naturaleza
ambiental. Por ello, la identificacion y caracterizacion funcional de nuevos genes
implicados en los procesos del desarrollo suscita un enorme interés ya que se podrian
establecer las bases para la mejora especifica de caracteres de relevancia comercial en

esta especie (Lozano y col., 2009).

Los actuales progresos en la caracterizacion del genoma de tomate se han visto
favorecidos por el hecho de ser una especie autégama y diploide (2n=24), con un ciclo
de vida corto, elevado potencial reproductivo, de facil polinizacion y propagacion
vegetativa. Junto a ello, el genoma de tomate es relativamente pequefio (950 Mpb) y
existen numerosas herramientas genéticas y gendmicas disponibles, entre las que se
incluyen: la disponibilidad de poblaciones segregantes adecuadas para la construccién
de mapas genéticos, la existencia de colecciones de mutantes idoneos para la
identificacion de genes clave en el desarrollo, y la posibilidad de transformacion
genética que ofrece esta especie, lo que sin duda permite realizar un analisis detallado
de los genes identificados. Debido a que el genoma de las Solanaceas esta altamente
conservado, resulta posible asimismo comparar la informacion obtenida de estudios
gendmicos en tomate con otras especies de la misma familia (SOL, 2004; Mueller y
col., 2005). El Proyecto SOL (Solanaceae Genome Project) considera al tomate, la

especie modelo de estudio entre las solanaceas; la informacion genética y gendmica que



actualmente se estd generando resulta clave para descifrar los genes cuyas rutas
reguladoras permiten que se puedan llevar a cabo aquellos procesos fisiologicos
cruciales para el desarrollo vegetal, desde la germinacién hasta la maduracion vy
senescencia del fruto (http://solgenomics.net). El estudio de estos procesos se puede
abordar por diferentes vias. Por una parte, el analisis genético y molecular de mutantes
del desarrollo es una de las aproximaciones méas exitosas a la hora de identificar la
funcién de los genes alterados. Por ejemplo, en el caso del tomate, la coleccion del
“Tomato  Genetic Resource Center” (TGRC, Univ. California, Dauvis:
http://tgrc.ucdavis.edu) incluye 1023 mutantes espontaneos y variantes naturales
correspondientes a 625 loci. El empleo de estos mutantes ha posibilitado el aislamiento
de genes como LS y FA entre otros. Actualmente, hay una gama de herramientas
gendmicas que permiten la identificacién y etiquetado de genes que actlan sobre
determinados procesos. De hecho, la mutagénesis insercional se ha convertido en los
ultimos afios en una herramienta béasica en programas de gendmica funcional dirigidos a
la identificacion y etiquetado de genes implicados en caracteres relevantes del
desarrollo vegetal (Emmanuel and Levy, 2002; Krysan y col., 1999). El etiquetado con
T-DNA ha sido empleado con éxito en Arabidopsis (Krysan y col., 1999; Sessions y
col., 2002), Oryza sativa (arroz) (Sallaud y col., 2004; Zhang y col., 2007) y Medicago
truncatula (Tadege y col., 2008). En tomate, han sido descritas algunas colecciones de
mutantes insercionales, si bien el acceso a las mismas es bastante restringido. Ademas,
si en lugar de T-DNAs convencionales se emplean trampas génicas (Springer, 2000) se
pueden generar mutaciones de insercion de T-DNA vy, al mismo tiempo, estudiar el
patron de expresion del gen etiquetado. De esta manera, no sélo se pueden hacer
inferencias en torno a la funcién 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 expresidn espacio-temporal de dicho
gen, ya que la expresidn del gen delator de estas trampas mimetiza la expresion del gen

enddgeno etiquetado.

Con el fin de identificar genes relevantes en el proceso del desarrollo del tomate,

en el presente estudio se plantean los siguientes objetivos:



Detectar e identificar nuevos mutantes T-DNA que afectan al desarrollo
vegetativo y/o reproductivo a partir de una coleccion de familias mutagenizadas en

cultivares de tomate “p73” y “Moneymaker”.

Analisis genético y estudio de la herencia de mutaciones de interés.
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B. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EL TOMATE

El tomate (Solanum lycopersicum L.), universalmente considerado como
horticola y generalmente cultivado como anual ain tratandose de un planta perenne

(Rick, 1978), es objeto de una amplia industria agricola.

Constituye uno de los principales cultivos horticolas en Espafia, tanto en
superficie como en produccion, a la vez que representa la materia prima para una amplia

variedad de industrias derivadas.

1.1 Origen y domesticacion

Los origenes y primeros pasos de la domesticacion del tomate son dudosos. Sin
embargo, puede tenerse una cierta seguridad en tres aspectos. Primero, el centro de
origen del género Solanum es la region andina, que se extiende desde el Sur de
Colombia al Norte de Chile, pero parece que podria ser en México donde se domestico,
quiza porque alli creceria y crece como mala hierba entre los huertos y milpas. Segundo,
el tomate alcanz6 un avanzado estado de domesticacion antes de ser conocido en
Europa. Grabados pertenecientes a los herbarios méas antiguos revelan que los primeros
tipos cultivados en Europa tenian frutos grandes. A mediados del siglo XVI se
consumian en Meéxico tomates de distintas formas y tamafios, e incluso rojos y
amarillos, pero por entonces ya habian sido traidos a Europa y servian como alimento
en Espafia e Italia. Tercero, el antecesor mas directo, el tomate-cereza silvestre (S.
lycopersicum variedad cerasiforme), crece de manera espontanea en toda América

tropical y subtropical y se ha extendido a lo largo de los trépicos del Viejo Mundo.

La primera mencion del tomate en el Viejo Mundo se debe a las descripciones
publicadas en 1554 por el herborista Pier Andrea Mattioli. Esta fecha apoyaria la teoria
de un origen mexicano, habida cuenta de que en la ciudad de México se tomé en 1519,
que la conquista completa de Pert se fecha en 1531 y que se precisaria un cierto tiempo

para la introduccidn, cultivo y valoracion de la cosecha en Europa.



1.2 Taxonomia y morfologia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta dicotiledonea que se
encuadra en la familia de las solanaceas, a la cual también pertenecen la patata, el
tabaco y la petunia. La taxonomia aceptada para esta especie es la siguiente (Fooland,
2007):

REINO: Plantae
Subreino: Traqueobinta
Superdivision:  Spermatophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Suborden: Solanineae
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Lycopersicum

En la primera clasificacion taxondmica, al tomate cultivado se le denomind
Solanum lycopersicum (Linnaeus, 1753). En 1754, Miller hace una distincion asignando
al tomate cultivado el género Lycopersicon y la especie esculentum (Miller, 1754).
Recientemente y basandose en datos morfologicos y moleculares, se ha readoptado el
nombre cientifico de Solanum lycopersicum para el tomate cultivado mientras que las
otras especies de Lycopersicon han sido incorporadas al género Solanum (Foolad,
2007).

El tomate es una planta que puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o
erecta. Su sistema radicular estd compuesto por una raiz principal (corta y débil), raices
secundarias (numerosas y potentes) y raices adventicias. En el tallo principal, de un
grosor de 2 a 4 cm, se desarrollan hojas, tallos secundarios (cuya ramificacion es
simpodial) e inflorescencias. La hoja es compuesta e imparipinada, con foliolos
peciolados, lobulados y con borde dentado. La flor es regular e hipdgina, y consta de 5 o
mas sepalos verdes, suele tener el mismo nimero de sépalos que de pétalos, estos
ualtimos de color amarillo. Los estambres se desarrollan fusionados formando un cono
estaminal que envuelve al gineceo (con un ovario bi o plurilocular). Las flores se

agrupan en inflorescencias de tipo racimoso y se unen al eje de la inflorescencia por



medio de un pedicelo articulado que contiene la zona de abscision. El fruto es una baya
carnosa bi o plurilocular constituida por el pericarpio, el tejido placentario y las

semillas.

1.3 Importancia econdmica y distribucion geogréafica

A nivel mundial, el tomate representa la hortaliza de mayor difusion y valor
econdmico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y
comercio. Segun fuentes de la FAO, la superficie mundial de tomate (fresco y de
transformacion) en 2008 fue 5.227.883 hectareas, con una produccion de 129,65
millones de toneladas y un rendimiento medio de 24.800 kg/ha (Tabla 1). Espafia ocupa
el séptimo lugar del mundo en produccion, muy por debajo de China, EEUU, Turquia,
India, Egipto e Italia. En la Unidén Europea (UE), la produccion de tomate se reparte
entre Italia, primer pais en cuanto a produccion, seguido de Espafia, Grecia y Portugal
(Tabla 2).

Tabla 1. Produccién, superficie y rendimiento de los principales paises productores del mundo
en 2008 (FAOSTAT, 2010)

Paises Proc(ltl;c)cién Superficie (ha) Re?lfg;mi;nto
Asia 71.498.620 2.954.418 24.200
- China 33.811.702 1.454.533 23.246
- Turquia 10.985.400 300.000 36.618
- India 10.260.600 571.700 17.947
Europa 20.403.445 574.512 35.514
- UE 16.187.454 293.300 55.191
América N. y Central 16.909.292 289.740 108.148
- EEUU 12.575.900 162.580 77.352
- Méjico 2.936.773 101.784 28.853
América Sur 7.067.358 147.062 48.057
- Brasil 3.934.275 62.118 63.335
- Chile 1.270.000 19.500 65.128
Africa 12.482.054 1.180.943 10.569
- Egipto 4.204.039 571.844 7.352
- Tanez 1.170.000 26.000 45.000
- Marruecos 1.312.310 18.600 70.554
Total 129.649.883 5.227.883 24.800




Tabla 2. Produccién, superficie y rendimiento de los principales paises productores de la Union
Europea en 2008 (FAOSTAT, 2010)

Paises Produccion (tn) Superficie (ha) Rto. (kg/ha)
Esparia 3.847.800 55.300 69.580
Francia 714.635 4,122 173.371
Grecia 1.338.600 25.000 53.544
Italia 5.976.912 115.477 51.758
Portugal 1.100.000 13.000 84.615
Total UE 16.187.454 293.300 55.191

Los datos de produccion en Espafia indican que, en los quince Gltimos afios, esta
ha experimentado un incremento muy favorable: de una produccion de 2,4 millones de
toneladas en una superficie de 60.600 hectareas en 1985, se ha pasado a una produccion
de 3,85 millones de toneladas en 55.300 hectareas en 2008 (FAOSTAT, 2010). El sector
productor de tomate se concentra principalmente en las comunidades autobnomas de

Andalucia, Murcia, Canarias y Valencia.

En Espafia, el tomate fresco para consumo directo es la hortaliza en relacion con
la exportacion, siendo el pais que mas exporta entre los principales productores

mundiales de tomate (Tabla 3).

Tabla 3. Balance comercial de tomate fresco de los principales paises productores del mundo en
2005 (Anuario FAO, 2008)

Exportaciones Importaciones Saldo (E-I)
Paises Cantidad (t) Valor (1000$) Cantidad (t) Valor (1000$) Valor (1000$)
Espafia 923.405 1.040.955 72.354 36.518 1.004.437
China 85.931 17.987 42 67 17.920
EEUU 188.173 226.405 951.787 1.075.119 -848.714
Turquia 250.182 145.773 56 31 145.742
India 11.743 2.464 51 25 2.439
Egipto 18.470 3.753 71 10 3.743
Italia 91.875 168.924 99.325 128.380 40.544
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En Europa, nuestro pais lidera el comercio de exportacion de tomate fresco, que
en su mayor parte va dirigida al mercado de la Union Europea, siendo Alemania, Paises
Bajos, Reino Unido y Francia los principales mercados comunitarios (Tabla 4).

Tabla 4. Exportaciones espafiolas de tomate para consumo fresco (Anuario FAO, 2008)

2003 2004 2005
Paises Cantidad (tn) Cantidad (tn) Cantidad (tn)
Alemania 238.698 243.791 198.893
Francia 147.611 160.251 147.733
Paises Bajos 165.370 181.902 170.609
Reino Unido 190.018 207.075 183.845
Italia 22.426 31.023 38.998
Resto UE 149.393 165.525 161.723
No comunitarios 32.544 28.864 21.604

1.4 Mejora genética del tomate

La mejora genética de nuevos cultivares de tomate empez6 hace mas de 200
afios en Europa. En los ultimos 40 afos, el principal objetivo para mejora de tomate
tanto para consumo en fresco como procesado ha sido el incremento de la produccion de
fruto por unidad de area. También se han contemplado como objetivos importantes la
resistencia a fisiopatias y patogenos, la calidad externa o comercial (presencia, aspecto,
firmeza, conservacion, etc.), la extension y adaptacion de los ciclos a las necesidades y
oportunidades de los mercados, la precocidad en la maduracion, la tolerancia a estreses
abidticos (salinidad, etc.), temperaturas adversas, resistencia al rajado. En buena medida
estos objetivos se han alcanzado, aunque descuidando un aspecto que ahora se empieza
a considerarse como prioritario, a saber, la calidad organoléptica y nutricional del fruto.
Ultimamente se observa una preferencia por estos valores gustativos conservados en las
variedades tradicionales y que se han perdido, en mayor o0 menos medida, en muchas de
las variedades actuales. Esto esta llevando a plantear el sabor y la calidad nutricional

como objetivos esenciales en la mejora genética del tomate.

Por otro lado, los objetivos de mejora han dependido de los métodos de cultivo
(en campo o invernadero) o de si el producto se destina a consumo en fresco o a

procesado industrial. Los caracteres especificos de interés para los cultivares de
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mercado en fresco incluyen morfologia redondeada, firmeza, uniformidad de tamafio,
forma y color, asi como aspectos relacionados con la apariencia externa (p.e: ausencia
de marcas o anormalidades) y la calidad (p.e: textura, sabor y aroma) (Foolad, 2007;
Paran y Knaap, 2007). El material vegetal utilizado en el cultivo de tomate para
industria difiere del que utiliza para tomate fresco habida cuenta de los diferentes
requerimientos de calidad de acuerdo al uso destinado. En este caso, se utilizan
cultivares que ofrezcan facilidad para la separacion del fruto, de crecimiento
determinado, vigor medio, maduracién agrupada y buena adaptacién a la cosecha
mecanizada. La forma de los frutos suele ser globosa o prismatica para la elaboracion de
concentrados Y triturados, y aperada para la elaboracion de tomates pelados enteros.
Aunque no de una manera tan clara como el caso del cultivo para fresco, hay un
predominio cada vez mayor de los cultivares hibridos frente a las variedades o cultivos

abiertos.
1.5 Importancia del tomate en la investigacion cientifica

El tomate se ha convertido en un excelente modelo tanto para la investigacion
basica como para la investigacion aplicada de plantas como consecuencia de una
combinacion de razones cientificas y agronomicas. La interaccion entre los programas
de mejora genética y las técnicas de manejo del cultivo del tomate ha proporcionado un
beneficio mutuo enriqueciendo a estas dos areas. Muchos de los materiales Utiles
obtenidos en el estudio de la genética del tomate han contribuido a mejorar los métodos
de cultivo del tomate y a la inversa (Allen y Rick, 1986). A parte de esto, la
experimentacion cientifica en el tomate se ve favorecida porque se trata de una especie
autdogama, diploide (2n=24), con un ciclo de vida corto, un elevado potencial
reproductivo y de facil polinizacion y propagacion vegetativa (Rick, 1971). Ademas su
genoma es relativamente pequefio (950 Mpb) y existen numerosas herramientas
genéticas y genomicas disponibles: poblaciones de mapeo, marcadores de ADN
(Tansksley y col., 1992), colecciones de ESTs (van der Hoeven y col., 2002),
microarrays y bases de datos publicos (revisado por Yano y col.,, 2007) asi como
librerias de BACs, cDNA y tipo YAC (Bonnema y col., 1996; Hamilton y col., 1999;
Budiman y col., 2000). Asimismo, en 2004 se inicié el programa de secuenciacion del
genoma de tomate a través del consorcio internacional Solanaceae Genome Project

(SOL) (Mueller y col., 2005) y ya ha sido publicado un avance de estos resultados
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(http://solgenomics.net/). Todos estos aspectos hacen del tomate uno de los modelos
genéticos y gendmicos de mayor consideracion cientifica, sobre todo para el estudio de
procesos singulares que afectan al desarrollo de esta planta (maduracién del fruto y
resistencia a patdgenos) entre las especies cultivadas.

2. MEJORA GENETICA Y DESARROLLO DE TOMATE.

Los programas de mejora genética de tomate han incidido en caracteres

relacionados con el crecimiento vegetativo de la planta mas que otros.

2.1 Desarrollo vegetativo

La fase vegetativa del desarrollo es corta en la mayor parte de los cultivares de
tomate. La primera inflorescencia comienza su desarrollo después de que aparezcan las
primeras 6-12 hojas empezando la transicion floral cuando la tercera hoja esta
expandida completamente. El tomate exhibe un habito de crecimiento simpodial, donde
el meristemo apical del tallo es determinado y el desarrollo del primer brote culmina
con la formacion de la primera inflorescencia. A este primer brote se le denomina
“segmento inicial”. A continuacion, un nuevo brote vegetativo se desarrolla a partir del
meristemo axilar, localizado en la axila de la hoja méas joven, justo por debajo de la
inflorescencia. Este meristemo, ahora denominado meristemo simpodial, permite a la
planta continuar su crecimiento, desarrollando tres nudos vegetativos (hojas) antes de
terminar en una nueva inflorescencia. Este patron de crecimiento se repite dando lugar a
nuevos segmentos determinados o “segmentos simpodiales”. Por tanto, la arquitectura
del tomate implica una alternancia regular de fases vegetativas y reproductivas entre el

brote primario y los brotes axilares (Atherton y Harris, 1986).

En tomate, el gen SELF-PRUNING (SP) controla la transicion del desarrollo
vegetativo al reproductivo en los meristemos de la inflorescencia (Pnueli y col., 1998).
La anulacién del gen SP no tiene efectos en la arquitectura del segmento inicial, pero
promueve una reduccion gradual del namero de nudos vegetativos que se generan en los
sucesivos segmentos simpodiales, llegando un momento en el que no se produce la fase

vegetativa sino el desarrollo de dos inflorescencias consecutivas (Yeager, 1927).

Por su parte, el desarrollo normal del meristemo simpodial requiere también de
la actuacion del gen SINGLE FLOWER TRUSS (SFT), cuya mutacion detiene el
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crecimiento de la yema simpodial y permite que la planta continde su crecimiento sobre
la base de meristemos vegetativos ectdpicos que surgen de la inflorescencia (Kerr,
1982). La reduccion del nivel de expresion de SP en el mutante single flower truss (sft)
sugiere que SFT controla el desarrollo simpodial a través de su interaccion con SP,
actuando probablemente corriente arriba como regulador de SP en el meristemo

simpodial (Molinero-Rosales y col., 2004).

La formacién de ramas laterales estd regulada por los genes LATERAL
SUPPRESSOR (LS) y BLIND (BL). Mientras BL regula la formacion de los meristemos
simpodiales y axilares (Rick y Butler, 1956; Schmitz y col., 2002) LS solo esta
implicado en el desarrollo de los meristemos axilares (Malayer y Guard, 1964,
Schumacher y col., 1999). El fenotipo del doble mutante Is bl sugiere que BL y LS
participan en diferentes rutas que promueven el desarrollo de meristemos laterales
(Schmitz y col., 2002).

2.2 Transicion floral

La transicion floral en tomate implica el cambio en la identidad del meristemo
apical, que pasa de ser un meristemo vegetativo a tener identidad de meristemo de
inflorescencia (reproductivo). Este proceso esta controlado por factores ambientales y
enddgenos, siendo estos ultimos de naturaleza genética y hormonal. El tomate, tal y
como lo conocemos hoy, es considerado como una planta de dia neutro debido a que el
tiempo de floracion (medido como el nimero de hojas desarrolladas hasta la primera
inflorescencia) no se ve afectado por el fotoperiodo (Kinet y Peet, 1997; Molinero-
Rosales y col. 1999). No obstante, algunos mutantes de tomate muestran fenotipos de
floracion tardia, lo que unido al hecho de poder adelantar el tiempo de floracion en
genotipos de tomate modificando la expresion de genes concretos, sugiere que la
independencia fotoperiddica para florecer ha sido adquirida con el proceso de
domesticacion (Molinero-Rosales y col. 1999). Recientemente se han identificado
algunos genes forman parte de una ruta autonoma que controla la transicion floral en
tomate. En el segmento inicial, FALSIFLORA (FA) y SINGLE FLOWER TRUSS (SFT)
promueven la transicion floral (Molinero-Rosales y col.,1999; Molinero-Rosales y col.,
2004; Liftschitz y col., 2006), mientras que SP regula este proceso en los segmentos

simpodiales (Pnueli y col., 1998).
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Por su parte, los genes JOINTLESS (J) y BLIND (BL) promueven floracion
autébnoma en tomate (Mao y col., 2000; Schmitz y col., 2002; Szymkowiak y Irish,
2006), si bien los mutantes de floracién tardia uniflora (uf) y comound inflorescence ()
exhiben mayor retraso de floracion en condiciones medioambientales de invierno (baja
irradiacion y escasa disponibilidad de asimilados en el meristemo apical) lo cual implica
que la transicion a la floracién estd también estaria regulada en parte por una ruta
dependiente de condiciones medioambientales (Dielen y col., 1998; Quinet y col.,
2006b). De hecho, se sabe que para que se produzca el proceso de transicion floral en el
segmento inicial y en los segmentos simpodiales tiene que existir un equilibrio entre las
actividades de SFT y SP (Lifschitz y Eshed, 2006).

Ciertas sefiales medioambientales pueden modificar el tiempo de floracién en
tomate. Asi, bajas temperaturas (10-15°C) reducen el nimero de nudos hasta la primera
inflorescencia. Igualmente, en condiciones de dia corto se produce una reduccion en el
tiempo de floracion (Samach y Lotan, 2007), y lo contrario sucede en condiciones de
elevada irradiacion, un efecto que se ha relacionado con una mayor capacidad para el
desarrollo foliar y un incremento de la disponibilidad de asimilados en el meristemo
(Kinet y Peet, 1997; Dielen y col., 2004).

La floracion autonoma en tomate parece estar modulada por giberelinas. Las
giberelinas (GAs) promueven floracion en tomate ya que los mutantes deficientes en
esta hormona requieren giberelinas exogenas para florecer (Koornneef y col, 1990).
Probablemente, las hormonas vegetales modulan la floracion en tomate a través de
interacciones génicas que se producen en diferentes rutas reguladoras, si bien se conoce

poco sobre la naturaleza de tales interacciones.
2.3 Desarrollo reproductivo

La inflorescencia de tomate ha sido descrita como una cima, aunque las
evidencias disponibles permiten que puedan considerarse como racimos (Quinet y
Kinet, 2007). La iniciacion al desarrollo reproductivo supone la conversion del
meristemo apical en meristemo de inflorescencia, a partir del cual se desarrolla
lateralmente el meristemo floral dando lugar a la primera flor. Los sucesivos

meristemos florales se desarrollan por debajo del primero, alrededor de un eje principal.
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El proceso culmina con la produccion de una flor terminal. Generalmente, la

inflorescencia determinada esta compuesta por 5-10 flores (Allen y Sussex, 1996).

Los genes BL y UF controlan la actividad del meristemo de inflorescencia como
lo fomenta el hecho de que el desarrollo de la inflorescencia concluya con el desarrollo
de un nimero reducido de flores en el mutante bl o con una simple flor en el mutante uf
(Rick y Butler, 1956; Fehleisen, 1967; Dielen y col., 1998; Schmitz y col., 2002).
Ademas, los mutantes dobles uf sft, uf bl y uf j desarrollan una flor simple normal
(Quinet y col., 2006a; Quinet y Kinet, 2007) lo que demuestra una interaccion epistatica
de UF con SFT, BL y J.

Por su parte, los fenotipos de los mutantes jointless (j) y macrocalyx (mc)
exhiben una reversion del meristemo de inflorescencia a meristemo vegetativo, lo que
indica que para el mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia se
requieren los genes J y MC (Rick y Sawant, 1955; Rick y Butler, 1956; Vrebalov y col.,
2002; Szymkowiak y Irish, 2006). SFT previene el cambio de identidad del meristemo
de inflorescencia una vez que la floracion se ha iniciado (Molinero-Rosales y col.,
2004).

Los genes BL, J, SFT, MC y UF (Tabla 5) desempefian papeles importantes en el
mantenimiento de la identidad del meristemo de inflorescencia y se requieren para otros
procesos relacionados con la floracién a saber, BL, SFT y UF para la transicion floral; J

y SFT para el crecimiento simpodial y MC para el desarrollo de los érganos florales.

Después del desarrollo floral, la identidad floral del meristemo de inflorescencia
viene determinada por el gen FALSIFLORA. El alelo fa promueve la sustitucién de
flores por brotes vegetativos secundarios siendo los meristemos que derivan del
meristemo de inflorescencia incapaces de adquirir identidad de meristemo floral (Allen

y Sussex, 1996; Molinero-Rosales y col., 1999)

Mutaciones en los genes ANANTHA (AN) y COMPOUND INFLORESCENCE
(S) modifican la identidad de los meristemos florales dando lugar a inflorescencias
compuestas muy ramificadas (Rick y Butler. 1956; Allen y Sussex, 1996), indicando
alteraciones en el desarrollo de los meristemos que emergen del meristemo de

inflorescencia que impiden que estos adquieran identidad floral.
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Del estudio de distintas interacciones, se ha sugerido que FA podria regular la
identidad del meristemo floral activando AN y reduciendo la actividad de SP en los
meristemos reproductivos (Lozano y col., 2009).
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Desarrollo de los 6rganos florales

En el estado maduro, la flor simétrica y hermafrodita de tomate se compone de
cuatro verticilos. EI primer verticilo, y el mas externo, estd compuesto por 5-6 sépalos;
que alternan con un namero similar de pétalos dispuestos en el segundo verticilo; en el
tercer verticilo se desarrollan 6 estambres fusionados lateralmente para formar un cono
alrededor del estilo, y el cuarto verticilo lo integran un nimero variable de carpelos
fusionados.

Analisis genéticos y moleculares realizados en Arabidopsis y Antirrhinum han
permitido proponer un modelo con tres funciones génicas (A, B, C), cada una de las
cuales esté codificada por un namero reducido de genes que actla en solitario o a través
de interacciones génicas que determinan la identidad de los organos florales en los
cuatro verticilos. El modelo ABC (Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz y col., 1991)
asume que mutaciones que afecten a genes de la clase A, B o C promueven cambios
homeoticos en los organos florales de dos verticilos consecutivos (Fig. 1). La mayoria
de los genes ABC pertenecen a la familia MADS-box, que codifica factores de
transcripcion capaces de regular la expresion de otros
genes. Las proteinas MADS se unen al ADN en forma de
complejos multimeéricos, controlando de esa forma el

desarrollo de los érganos florales (Robles y Pelaz, 2005).

La caracterizacion de mutaciones homeoticas y de
plantas transgénicas de anulacion de funcion o de
sobreexpresion de genes homdlogos del tipo ABC ha
confirmado este modelo en tomate (Tabla 6).
MACROCALIX (MC) un homélogo de APETALLA1
(AP1) de Arabidopsis, es un gen de clase A (Vrebalov y

Figura 1 Diagrama de |la

expresion diferencial de los  col., 2002), la expresion de MC se detecta en sépalos y el
genes A, By C en los distintos

- silenciamiento de este gen en tomate provoca una
verticilos de wuna flor de
conversion homeotica de sépalos a estructuras tipo hoja

(Rick y Butler, 1956).

19



Se han identificado diversos mutantes de clase B en tomate que exhiben
transformaciones parciales o completas en el segundo y tercer verticilo floral (Nash y
col., 1985; Sawhney, 1992). Entre ellos, stamenless (sl) y su mutante alélico corollaless
(cs) desarrollan sépalos en vez de pétalos en el segundo verticilo y carpelos en lugar de
estambres en el tercer verticilo (Gomez y col., 1999). SL es un gen de clase B homélogo
a DEFICIENS (DEF) en Antirrhinum y APETALA3 (AP3) en Arabidopsis, ambos
relacionados con el desarrollo de pétalos y estambres.

Hasta la fecha, no se han descrito mutantes que afecten a genes de clase C de
tomate, y cuyo fenotipo se caracteriza por la aparicion de cambios homedticos que
afectan a la identidad de los carpelos (convertidos en sépalos) y de estambres
(convertidos en pétalos) en los érganos reproductivos. Sin embargo, se ha clonado el
gen AGAMOUSL de tomate (TAG1), un ortdélogo del gen AGAMOUS (AG) de
Arabidopsis. El fenotipo de las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan o
silencian el gen TAG1 corrobora el papel que desempefia este gen en el control de la
identidad de los estambres y carpelos (Pnueli y col., 1994a).

Actualmente, el descubrimiento de dos nuevas clases de genes ha obligado a
extender el modelo ABC. Los genes de clase D, que controlan la identidad de los
Ovulos, se describieron por primera vez en petunia tras la caracterizacion molecular y
funcional de los genes FLORAL BINDING PROTEIN7 (FBT7) y FBP11 (Angenent y
col., 1995). Asimismo, se ha podido comprobar que los genes de clase A, By C
requieren una funcion adicional para que se produzca el adecuado desarrollo de los
cuatro verticilos florales. Esta funcion la llevan a cabo los genes SEPALLATA (SEP) de
clase E. Sobre la base de sus patrones de expresion y de sus fenotipos de anulacion de
funcion, TM5 (Pnueli y col., 1994a) y TM29 (Ampomah-Dwamena y col., 2002) han
sido descritos como dos genes de tomate tipo SEPALLATA.

La actividad de genes de identidad de 6rgano floral (TM5, TM6 y TAG1) parece
depender de FA (Kato y col., 2005). Por tanto, FA desempefia un importante papel en el
control de la identidad del meristemo floral aunque también promueve la induccién de

genes de identidad de érgano floral.
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Desarrollo del 6vulo y del carpelo

Los genes involucrados en el control del desarrollo de los carpelos y 6vulos
descritos en tomate han sido SEPALLATA, TM5 y TM29 (TAGL2) (Tabla 6) los cuales
regulan la identidad de los 6rganos florales y el desarrollo del fruto (Pnueli y col.,
1994b; Ampomah-Dwamena y col., 2002). La anulacion de funcion de estos genes da

lugar a alteraciones homedticas en los tres verticilos internos.

Después de la fertilizacion, la expresion de TM29 es limitada al ovario,
particularmente para el desarrollo de semillas y haces vasculares, que unen este proceso

con la formacion del fruto del tomate (Lozano y col., 2009).

El gen TAG1del tomate, ortdlogo de AG en Arabidopsis, es requerido para el
correcto desarrollo de los carpelos en el cuarto verticilo de la flor (Pnueli y col. 1994a).
Puesto que, el desarrollo de los verticilos de la flor y su estructura reproductiva
determinada implica que, la determinacion del meristemo floral debe ser alcanzada una
vez ha sido adquirida la identidad del carpelo, la anulacion de funcién de TAG1
promueve indeterminacion de la flor y sustitucion de los carpelos por estructuras
florales ectdépicas. Por tanto, tales cambios homedticos confirman el papel que

desempefia este gen en la determinacion del meristemo floral (Pnueli y col., 1994a).

Si bien, los modelos de expresion de TAGL1 y TAGL11 son muy similares,
siendo sus transcripciones detectadas en el tegumento de las paredes de los 6vulos y
carpelos. Todos estos resultados sugieren una actuacion solapada de ambos genes en la
identidad del 6vulo y en el control de desarrollo de fruto, tal y como ocurre con sus
homdlogos SHP1 (AGL1) y STK (AGL11) en Arabidopsis (Lozano y col., 2009).

Por tanto, genes tales como FA y TAGL, los cuales mantienen la identidad del
meristemo floral, pueden aportarnos evidencias sobre la conservacién de las rutas
genéticas que regulan la determinacion del meristemo en las diferentes especies de

plantas (Lozano y col., 2009).
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Desarrollo del fruto

Tras la fertilizacién de los 6vulos, los carpelos se transforman en un érgano
complejo cuyo crecimiento da lugar a un fruto maduro. El desarrollo del fruto asegura la
dispersion de las semillas y la posterior supervivencia de la planta. Las plantas de
tomate producen frutos rojos carnosos como resultado de un proceso de desarrollo que
incluye tres fases (Gillaspy y col., 1993). La primera fase comienza con el estadio de
antesis de la flor y esta relacionada con el desarrollo del ovario y la decision de abortar
o continuar con el desarrollo del fruto (cuajado). En la segunda fase, el crecimiento del
fruto ocurre como consecuencia de divisiones celulares, siendo en esta fase donde
comienzan a desarrollarse los embriones. En la tercera fase cesa la division celular y el
fruto continta creciendo a través de la expansion celular hasta que alcanza el tamafio
final. Una vez que el fruto esta completamente desarrollado y las semillas alcanzan la
madurez, aumenta la respiracion y la sintesis de etileno, lo que conduce a la
maduracion. Como consecuencia, se producen cambios bioquimicos y fisioldégicos que
afectan al color, textura, sabor, aroma y contenido nutricional. Posteriormente, tiene
lugar un proceso de reblandecimiento debido a la degradacion de paredes celulares en

diferentes compartimentos del fruto (Giovannoi, 2004).
Control hormonal del desarrollo del fruto y partenocarpia

La fertilizacion de los 6vulos desencadena un proceso de desarrollo que culmina
con la formacion de un ovario en fruto, y en el cual la germinacion del polen genera los
estimulos adecuados para que comience su crecimiento (Gillaspy y col., 1993). Las
auxinas y las giberelinas son algunos de los reguladores que controlan el cuajado del
fruto. Ademas, las auxinas y el etileno controlan los estadios tempranos del desarrollo
del fruto induciendo la expresion de varias familias génicas (Balbi y Lomax, 2003). Sin
embargo, el cuajado de un fruto puede ocurrir en ausencia de fertilizacion, un evento
fisiologico al que se le denomina partenocarpia y que concluye con el desarrollo de

frutos sin semillas (Lukyanenko, 1991).

Los primeros estudios fisioldégicos sugerian que la partenocarpia en tomate
estaba relacionada con desajustes en el balance hormonal (Gorguet y col., 2005). El bajo
nivel de citoquininas y giberelinas detectado en el mutante estéril de tomate stamenless-

2 sugiere que esas hormonas pueden alterar la fertilidad (Sawhney y Shukla, 1994).
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Cuando se altera de forma especifica la ruta de sefializacion de citoquininas o
giberelinas en anteras o polen de plantas transgénicas de maiz, tabaco y Arabidopsis se
produce el aborto de estos 6rganos. Esto parece indicar la existencia de implicaciones
funcionales de las citoquininas y giberelinas en el desarrollo reproductivo de las plantas
(Huang y col., 2003). De igual forma, se ha descrito que el &cido jasménico y el etileno
estan implicados en la maduracion del polen, dehiscencia de la antera y antesis de la flor
(Gorguet y col., 2005).

Las giberelinas desempefian un papel clave durante el cuajado y desarrollo del
fruto de tomate. Las giberelinas producidas por las semillas en desarrollo promueven el
desarrollo normal del fruto (Garcia-Martinez y col.. 1991). Las auxinas también estan
implicadas en el desarrollo de frutos partenocarpicos, de hecho, la actividad enzimatica
relacionada con la biosintesis de giberelinas esta regulada por auxinas siendo estas
necesarias para mantener un nivel adecuado de giberelinas activas (Garcia-Martinez y
col., 1997; Ross y col., 2000). Se ha demostrado que las etapas tempranas del desarrollo
del fruto en tomate dependen de genes cuya expresion estd mediada por auxinas y
etileno. Por tanto, es probable que las giberelinas estén implicadas en etapas posteriores
del desarrollo del fruto y de las semillas, mientras que el resto de las hormonas regulen

los primeros estadios de este proceso (Lozano y col., 2009).

Los mecanismos fisiologicos que desencadenan el desarrollo partenocarpico del
fruto son en gran parte desconocidos. Sin embargo, la caracterizacion de mutantes
partenocarpicos ha permitido entender mejor las bases moleculares y genéticas de este
proceso (Tabla 7). EI mutante recesivo pat exhibe un desarrollo anormal de las flores y
se caracteriza por un prematuro crecimiento del ovario, un reducido nimero de 6vulos
viables y un incremento del nimero de capas celulares en el pericarpio (Soressi y
Salamini, 1975; Mazzucato y col., 1998). La mutacidn recesiva pat-2 también induce
partenocarpia (Philouze y Maisonneuve, 1978; Nuez y col., 1986), y tiene efectos
pleiotropicos sobre otros caracteres (p.e.: reduccion del vigor de la planta, de la
fructificacion y de la produccién) dependiendo del acervo genético. La tercera fuente
genética de partenocarpia es de naturaleza multigénica, en ella participan los genes pat-

3y pat-4 como los determinantes principales de este caracter (Nuez y col., 1986).

Cambios en los niveles de expresion de genes MADS-box mediados por las

giberelinas podrian ser el origen de la partenocarpia en tomate, ya sea regulando el
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desarrollo de los 6rganos reproductivos (estambres o carpelos) o a través de cambios en
la sefializacién o biosintesis de las GAs (Lozano y col. 2009).

Las interacciones de las GAs con PAT pueden regular el desarrollo sincronico
del polen y del ovario y, por tanto, la formacion del fruto. El incremento de los niveles
biosintéticos de GAs observado en pat-2 y pat-3/pat-4 podria ser el responsable del
desarrollo de frutos de tipo partenocérpico de estos mutantes (Fos y col., 2000; Fos y
col,, 2001). Se ha comprobado que el alelo mutante lateral supressor inhibe el
desarrollo de frutos partenocérpicos en pat-2 (Philouze, 1983), de lo que se deduce que
este proceso en el mutante pat-2 requiere de la actividad del gen LATERAL
SUPRESSOR. El resultado concuerda con la funcién propuesta para LS como regulador
de la sensibilidad a GAs (Schumacher y col., 1999). Por tanto, los mecanismos que
explican el desarrollo partenocéarpico en pat-2 y pat-3/pat-4 podrian estar relacionados

con cambios en la regulacion de las GAs.
Regulacion genética de la maduracion del fruto

La maduracion en tomate se produce cuando el desarrollo del ovario ha
finalizado y las semillas son maduras. El proceso de maduracion se caracteriza por una
elevada respiracion y por la sintesis autocatalitica de etileno (Leievre y col., 1997). La
sintesis autocatalitica de etileno es el principal determinante de los cambios fenotipicos

que alteran el color, textura, aroma y susceptibilidad a patdgenos en el fruto.

Por lo que respecta a la biosintesis, el etileno se sintetiza a partir de S-
adenosilmetionina (SAM). La etapa limitante de la ruta es la sintesis de acido-1-
aminociclopropano-carboxilico (ACC), catalizado por la ACC sintasa, La Ultima etapa
de la via la cataliza una oxidasa (ACC oxidasa) que requiere oxigeno como sustrato. Las
primeras estrategias para tratar de retrasar la maduracion de frutos han estado

relacionadas con la alteracion de genes implicados en esta ruta (Fig. 2).
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SAM
Ruta
< » MTA + homoserina
biosintética SAM
Ausencia ACC
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ACC » NH; + a-ketobutirato
Ausencia ACC
AT vidnnn Gen ACC oxidasa mridenn
Etileno

Figura 2. Sintesis y alteracion de los niveles de etileno a partir del SAM (revisado por Stearns y Glick, 2003).
El enzima SAM descarboxilasa convierte el SAM en SAM descarboxilado que puede ser usado para la
sintesis de poliaminas (Kumar y col., 1996). El enzima SAM hidrolasa convierte el SAM en 5’metil-
tioadenosina (MTA) y homoserina (Good y col.,, 1994). El enzima ACC deaminasa, descubierto en
organismos del suelo (Honma y Shimomura, 1978), convierte el ACC en amonio (NH3) y a-ketobutirato.
Mayores niveles de expresion de estos enzimas reducen la disponibilidad de precursores para la sintesis de
etileno. A la izquierda, se presentan las estrategias para reducir los niveles de etileno sobre la base de la

anulacion de funcidn de los dos enzimas de la ruta de biosintesis de esta hormona.

En Arabidopsis, el etileno es percibido por una familia de seis receptores de
etileno. Uno de esos receptores se identifico a partir del mutante Never-ripe (Nr) de
tomate. EI gen NR (Le-ETR3) codifica una proteina homologa al receptor de etileno en
Arabidopsis ETR1 (Wilkinson y col., 1995; Hackett y col., 2000). También se ha
observado que la transformacidén genética de tomate con la version mutada del gen
ETR1 (etrl-1) de Arabidopsis da lugar a plantas que exhiben un retraso de la
maduracion de los frutos (Wilkinson y col., 1997). El resto de los receptores en tomate
se han clonado por homologia de secuencias con los genes ETR1 y ETR2 de
Arabidopsis y NR de tomate (Lashbrook y col., 1998; Tieman y Klee, 1999; Klee y
Tieman, 2002). Aguas abajo de los receptores de etileno se encuentra una familia de

reguladores negativos (proteinas kinasas) de la respuesta a etileno codificada por los
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genes CTR. En tomate se han identificado tres genes CTR, a saber, LeCTR1, LeCTR3 y
LeCTR4 (Leclercq y col., 2002; Adams-Phillips y col., 2004). En la ruta de sefializacion
regulada por etileno participan los genes EIN2 y EIN3 (Alonso y col. 1999; Tieman y
col., 2001; Yokotami y col., 2003). Actuando aguas abajo de los anteriores se encuentra
la familia ERF (factores de respuesta a etileno). En tomate se han descrito cinco genes
pertenecientes a esta familia (LeERF1, LeERF2, LeERF3, LeERF4 y LeERF3Db) capaces
de unirse a cajas del tipo GCC de los genes regulados por etileno (Cara y Giovannoni,
2008).

Existen una serie de genes que actlan aguas arriba o en paralelo a la ruta
regulada por etileno y que intervienen de forma dramaética en el proceso de maduracién
del fruto de tomate. EI gen TDR4 esta relacionado con el desarrollo del fruto de tomate
(Seymour y col., 2002; Busi y col., 2003) y codifica un factor de transcripcion tipo
SQUAMOSA. TDR4 se expresa en el meristemo floral a lo largo de sus primeros
estadios de desarrollo, mientras que en estadios posteriores a la antesis se acumula
principalmente en ovulos y paredes del carpelo. Tras la fructificacion, la expresion de
TDR4 se observa en diferentes tejidos del ovario. Cuando se inicia la maduracion se
detectan niveles elevados del mensajero de este gen. Los genes MADS-box de tomate
implicados en el desarrollo del fruto se expresan también en diferentes estadios del
desarrollo de la flor, lo cual sugiere que el desarrollo del fruto y las semillas pueden ser
considerados como una continuacion del programa de desarrollo floral. TM29, TAGL1 y
TAGL11 se inducen inmediatamente después de la antesis en el ovario (Busi y col.,
2003). Esto los convierte en candidatos a participar en las rutas de sefializacién que

desencadenan el desarrollo del fruto (Fig. 3).
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RIN, CNR

Sintesis autocatalitica de etileno

Ruta regulatoria
Receptores
del etileno

Transduccién de sefiales

Otros genes diana

\ 4

N

MADURACION

Figura 3. Regulacién genética de la maduracién en tomate. Los factores de transcripcién
codificados por RIN y CNR estan implicados en el control de la maduracion mediado por
etileno, pero también participan en una ruta independiente de etileno. Presumiblemente, el gen
TDR4 también est& implicado en este mecanismo de control de la maduracién. Aln quedan por
descubrir otros reguladores y genes diana. Los receptores de etileno implicados en la
transduccion de sefial promueven una cascada de activacion génica que permite la maduracion

de los frutos de tomate (modificado a partir Lozano v col., 2009).

Algunas de las evidencias de un control transcripcional del desarrollo del fruto
proceden de la caracterizacidbn de mutantes alterados en el proceso de maduracién
(Giovannoni, 2004 y 2007). Los mutantes ripening-inhibitor (rin), non-ripening (nor) y
Colorless non-ripening (Cnr) desarrollan frutos incapaces de madurar (Tabla 7) incluso
después de un tratamiento con etileno. Estos mutantes comparten una serie de
caracteristicas, ausencia de produccion de etileno e incremento de respiracién
climatérica (Vrebalov y col., 2002; Giovannoni y col., 2004; Manning y col., 2006).
Esto indica que los genes afectados RIN, NOR y CNR promueven maduracién en el
fruto a través de una ruta reguladora que actua corriente arriba de la biosintesis y

sefalizacidn del etileno. Los cambios de expresidn de genes regulados por etileno en los
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frutos de los mutantes rin, nor y Cnr (Giovannoni, 2007) indicarian que RIN, NOR vy

CNR podrian participar también en una ruta independiente de etileno (Fig. 3).

El nivel de transcrito de TDR4 aumenta en los frutos de tomate cuando empiezan
a madurar (Seymour y col., 2002; Eriksson y col., 2004). En los mutantes rin, nor y Cnr
se produce una reduccion del nivel de expresion de TDR4. La pérdida de funcién de
TDR4 produce un pequefio incremento de la firmeza de la pared celular en los frutos, lo
que concuerda con el papel que desempefia en la regulacion de la estructura de la pared
celular (Eriksson y col., 2004).

Recientemente, se ha descrito que el gen TAGLL1 participa en el control genético
de la maduracién del fruto (Vrebalov y col. 2009; Itkin y col. 2009; Giménez y col.
2010) y su papel puede venir de la regulacion que ejerce sobre el gen ACS2. El fenotipo
del mutante Arlequin, etiquetado en dicho gen indica que TAGL1/ALQ actla en rutas

independientes de la maduracion respecto a RIN y NOR (Giménez y col. 2010).
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3. LAMUTACION ARTIFICIAL O INDUCIDA

La mutacion es una alteracién o cambio en la informacion genética (genotipo)
de un ser vivo y que, por lo tanto, va a producir un cambio de caracteristicas, que se
presenta sUbita y espontaneamente, y que se puede transmitir o heredar a la
descendencia. Una consecuencia de las mutaciones puede ser una enfermedad genética,
sin embargo, aunque en el corto plazo puede parecer perjudiciales, a largo plazo las
mutaciones son esenciales para nuestra existencia. Sin mutacion no habria cambio y sin

cambio la vida no podria evolucionar (Strickberger, 1985; Klug y Cummings, 2006).

Las mutaciones pueden clasificarse de acuerdo a su origen en mutaciones
espontaneas o inducidas (Milton y Allen, 1995). Las mutaciones espontaneas son el
resultado de procesos biologicos, fisicos o quimicos que ocurren de forma natural
mientras que las inducidas pueden provocarse mediante factores externos, como

productos quimicos y radiaciones (Klug y Cummins, 2006).

La mutacion natural es la base de la seleccion natural, y por consiguiente de la
evolucidn, si bien ha sido asi mismo de gran utilidad en la mejora genética de plantas y
de la seleccion artificial. La mutacion inducida es un complemento para incrementar la
variacion genética existente en el caso de que ésta se haya reducido excesivamente por
una intensa seleccidbn o cuando la variacion disponible sea insuficiente para los
propdsitos deseados. En ambos casos, la mutacion ocurre totalmente al azar, por lo que
no es posible conocer a priori cual va a ser el resultado sea cual sea el tratamiento

mutagénico aplicado (revisado por Cubero, 2003).
3.1 Los agentes mutagénicos

Determinados agentes ambientales fisicos o quimicos pueden dafiar el ADN o
inferir con la maquinaria replicativa de las células, de modo que provocan una mayor
frecuencia de aparicion de mutaciones. A dichos agentes se les llama mutagenos o
agentes mutagénicos. Los mutagenos causan alguna alteracion en el ADN que bien la
célula no puede reparar convenientemente 0 es un dafio extenso que sobrepasa la
capacidad de los mecanismos celulares normales de reparacion (Madigan y col., 2003;
Prescott y col., 2004).
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Desde la perspectiva de la mutagénesis como mecanismo para aumentar la
variabilidad genética, un agente mutagénico debe ser lo suficientemente efectivo sobre
el material hereditario para causar cambios numerosos en la secuencia del ADN vy, al
mismo tiempo, inocuo para el hombre. Hay un gran nimero de agentes, fisicos y
quimicos que causan mutaciones; todos los cancerigenos lo son, aunque no a la inversa:
no todo mutageno resulta cancerigeno (revisado por Cubero, 2003). La capacidad
mutagénica se mide por la dosis semiletal (DLso) que es la dosis que impide o dificulta
el crecimiento del 50% de los individuos tratados, de forma que DLsy muy bajas indican
un alta toxicidad (Milton y Allen, 1995). Las tasas de mutacion artificial son muy
distintas de la natural. La frecuencia de mutacion natural oscila entre 10° y 10® en
microorganismos y entre 10“ y 10° en plantas y animales (las frecuencias se dan por
gen y generacion), mediante mutagénesis artificial puede conseguir una tasa tan alta
como se quiera, pero existe el riesgo de causar tantas mutaciones en el organismo que
éste pierda toda capacidad de sobrevivir (revisado por Cubero, 2003). Los agentes
mutagénicos pueden ser aplicados no s6lo en semillas sino también en brotes, polen,

tejidos somaticos y células, tubérculos o bulbos (Stoskopfy col, 1993).
3.1.1 Agentes mutagénicos fisicos
a) Radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes producen un dafio directo, esto es, roturas fisicas en la
cadena de ADN, que a veces conlleva la eliminacion de fragmentos de éste, pero
también causan un efecto indirecto a través de los iones producidos en el medio. Para su
aplicacion se precisan instalaciones especiales y la adecuacion de los protocolos a una

reglamentacion especifica y rigurosa (revisado por Cubero, 2003).

Al penetrar la radiacion en las células, se expulsan electrones de los &tomos y
estos se transforman en radicales libres y en iones reactivos. A lo largo del camino
seguido por el rayo de energia queda una estela de iones que pueden iniciar diversas
reacciones quimicas. Estas reacciones pueden afectar directa o indirectamente al
material genético alterando las purinas y las pirimidinas del ADN dando lugar a
mutaciones puntuales. Estas reacciones ionizantes también pueden romper los enlaces
fosfodiéster, interrumpiendo la integridad del cromosoma, dando lugar a diversas

aberraciones cromosdmicas, como delecciones, traslocaciones y fragmentacion
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cromosomica (Klug y Cummins, 2006). Los rayos X y y son los mas utilizados y
efectivos, habiéndose utilizado también los a, B, neutrones, protones, etc. (Tabla 8). El
tipo de radiacion a aplicar viene frecuentemente obligado por las caracteristicas del
material (tipo de tejido, ciclo de division, nimero de cromosomas, volumen nuclear,
etc.). Sus efectos dependen asi mismo de factores externos como la temperatura, el
contenido de agua o la proporcién de oxigeno del tejido u 6rgano tratado (revisado por
Cubero, 2003).

La posibilidad de inducir mutaciones utilizando rayos X fue demostrada por
Muller (1927) en la mosca del vinagre (Drophila melanogaster) y por Stadler
(1928,1929) en cultivos de plantas. Gustafsson (1975) estudi6 el efecto de la
mutagénesis en la cebada donde algunas mutaciones obtenidas producian incremento en
la produccion de grano, afectaban al tamafio de la semilla, altura de la planta,
maduracion, morfologia de la hoja y calidad de la malta. A pesar del esfuerzo
considerable en el desarrollo de mutantes en diversos cultivos, se han obtenido pocos
resultados agronémicamente utiles. Aun asi, en 1944 se introdujo el cultivar Jutta de
cebada como el primero en ser desarrollado mediante irradiacion con rayos X
(Sigurbjornsson, 1975) y el cultivar de Pallas que fue explotado como parental para

otros seis cultivares (Konzak, Kleinhofs y Ullrich, 1984).

Tabla 8. Caracteristicas de las radiaciones ionizantes mas utilizadas

Tipo de radiacion Fuente Riesgo Penetracién en tejidos

Rayos X Equipo de rayos-X Peligroso Varios centimetros
Radioisotopos y
reactores nucleares
Reactores nucleares o
aceleradores
Is6topos radioactivos
0 aceleradores

Rayos y Peligroso Muy penetrante

Neutrones Muy peligroso Varios centimetros

Particulas 3 Puede ser peligroso  Algunos centimetros

. L, . Menos de un
Particulas o Radiois6topos Muy peligroso -~
milimetro
Reactores nucleares o . . .
Protones y deuterones Muy peligroso Varios centimetros

aceleradores

En cualquier caso, la dosis adecuada de mutageno, en el érgano o tejido a tratar
y la duracién de dicho tratamiento, han de ser objeto de analisis previo a cualquier

programa de mutagénesis.

b) Radiaciones no ionizantes
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Entendemos como radiaciones no ionizantes aquellas ondas o particulas que no
son capaces de arrancar electrones de la materia que ilumina produciendo, como mucho,

excitaciones electronicas (p.e: radiaciones electromagnéticas).

Son el mutageno fisico mas utilizado en el laboratorio para obtener mutaciones
en bacterias. Estas radiaciones originan dimeros de pirimidina intracatenarios. Las
mutaciones aparecen principalmente como consecuencia del mecanismo post-
replicativo de reparacion y normalmente se trata de transiciones y transversiones
(Madigan y col.,2003; Prescott y col., 2004).

Los rayos ultravioleta (UV) son los de maxima eficacia en cuanto a produccion
de mutaciones y los més utilizados debido a su facilidad de manejo y sencillez de las
instalaciones requeridas. No obstante, la radiacion UV soOlo es efectiva para capas
celulares de escasa profundidad (revisado por Cubero, 2003). El efecto mas importante
reside en la formacion de dimeros de pirimidina, especialmente entre dos residuos de
timina, aunque en menor medida se pueden formar dimeros citosina-citosina y timina-
citosina. Los dimeros distorsionan la conformacion del ADN y promueven errores
durante la replicacion que finalmente afectan en la secuencia de bases del ADN. Se sabe
que la dimerizacion inducida por UV es responsable, al menos en parte, de los efectos

letales de radiacion UV sobre las células (Klug y Cummins, 2006).

Los ultrasonidos también pueden causar roturas celulares y cromosémicas pero
sus efectos son inapreciables, de ahi su poca utilidad en mutagénesis inducida. En el
caso de las corrientes de alta tension y las radiaciones electromagnéticas de onda corta,
como las de las emisoras de radio y similares, no se ha podido demostrar que causen
mutaciones a pesar de las numerosas alertas en la prensa diaria (revisado por Cubero,
2003).

c) Otros agentes fisicos

Los chogues térmicos se han escrito como mutagénicos, pero su efecto principal
es la produccién de mutaciones cromosdémicas (poliploidia) y de algunas anomalias

fisiologicas (revisado por Cubero, 2003).

3.1.2 Mutégenos quimicos
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Diferentes sustancias quimicas tienen efectos mutagénicos de mayor o menor
importancia. Entre las sustancias mas conocidas se encuentran las mostazas
nitrogenadas, los agentes alquilantes, los derivados de purinas y pirimidinas, etc. El tipo
de accion es muy variada desde un efecto directo sobre el ADN (p.e: &cido nitroso), por
semejanza estructural con algunos de los nucle6tidos que forman el ADN (p.e: el 5-
bromouracilo, la adicién o deleccion de bases (p.e: acridinas), o la alteracion del
metabolismo (p.e: la cafeina), etc.

Algunas de estas sustancias producen mutaciones génicas mediante el cambio o
sustitucion de una base por otra en el ADN, ya sean transiciones (cambio de una purina
por otra purina 0 cambio de una pirimidina por otra pirimidina) y transversiones,
(cambio de una purina por una pirimidina o viceversa) (Madigan y col., 2003; Prescott y

col., 2004). A su vez, estos agentes quimicos se pueden agrupar en varias categorias.

- Analogos a las bases: sustancias con una estructura en anillo similar a las

bases naturales de los acidos nucleicos, pero con propiedades quimicas
diferentes. El 5-bromouracilo (5-BrU) analogo de la timina (T), propicia
transiciones TA—»GC, la 2-aminopurina (2AP), analogo de la adenina (A),
que provoca transiciones AT—»CG.

- Agentes hidroxilantes o desaminantes de las bases nitrogenadas: estas

sustancias alteran las purinas o pirimidinas de modo que causan errores en el
emparejamiento o bien, labilizan las bases de modo que éstas
espontaneamente se modifican quimicamente con gran frecuencia. El &cido
nitroso provoca una desaminacion oxidativa de A (amina) y C (citosina). La
hidroxilamina (NH,OH) actla especificamente sobre la citosina afiadiéndole
un hidroxilo a su grupo —NH>; produce especificamente transiciones GC—»
AT.

- Sustancias intercalantes: estas sustancias se introducen entre los pares de

bases del ADN dando origen a la pérdida o ganancia de nucle6tidos. Los
derivados de la acridina, como el naranja de acridina, el bromuro de etidio y
derivados de la flavina como la proflavina, estabilizan emparejamientos
erroneos durante la replicacion y la recombinacion del ADN, dando origen a

emparejamientos en la pauta de lectura.
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- Agentes que bloguean totalmente el emparejamiento de las bases: modifican

purinas, provocando grandes lesiones en el ADN, que inducen el sistema
SOS de reparacion, lo que finalmente implica reparacion propensa a error.
Este grupo incluye potentes carcindgenos como el benzo-a-pireno y la
aflatoxina-B;.

- Agentes alquilantes: dichos agentes introducen radicales alquilicos en una

cadena o en las dos cadenas del ADN, produciendo efectos letales o
mutagénicos. Algunos agentes alquilantes empleados son: gas mostaza
(mostazas nitrogenadas y sulfuradas), Etil-etano-sulfonato (EES) (CH3-CH,-
SO-0O-CH,-CHj3), Etil-sulfonato de etilo (EMS) (CH3-SO-O-CH,-CHs) o
Nitrosoguanidina (NTG) (es la N-metil, N-nitro, N-nitrosoguanidina).

El agente mutagénico mas utilizado en la actualidad es el metanosulfonato de
etilo (EMS) por su relativa inocuidad para el operario y la facilidad de adquisicion y
manejo en el laboratorio (revisado por Cubero, 2003). Se trata de un agente alquilante
que presenta una gran capacidad mutagenica asociada a una baja tasa de esterilidad o
letalidad (Rédei y Koncz, 1992); ademas parece acceder por igual a todas las regiones
del genoma. ElI EMS promueve una alta frecuencia de mutacion en un amplio rango de
organismos en ausencia de anomalias cromosémicas (Waugh y col., 2006). Aunque el
EMS produce fundamentalmente transiciones, puede ocasionar también pequefas
inserciones y delecciones (Greene y col., 2003; Till y col., 2003). Este compuesto ha
sido utilizado en cultivos como soja (Wang y col., 1984) y arroz (Micke y col., 1986) y
tomate (Watanabe y col., 2007).

3.1.3 Mutagénesis insercional

Los agentes mutagenos han contribuido enormemente en el campo de la mejora
genética durante todos estos afios generando una gran variabilidad de poblaciones de
mutantes inducidos a través de, neutrones rapidos (Verkerk, 1971; Enmanuel y Levy,
2002; Menda y col., 2004), EMS (Menda y col., 2004; Watanabe y col., 2007) o
radiacion gamma. Sin embargo, detectar y clonar los genes alterados en estas
colecciones resulta técnicamente complicado debido a que, con este tipo de mutacion
los genes no estan localizados lo que hace necesario recurrir a estrategias tales como el

mapeo posicional o la eleccidn de posibles genes candidatos.
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La mutagénesis insercional, presenta una de las alternativas mas prometedoras
dentro del campo de la mejora genética ya que soluciona el inconveniente que existe
con los agentes mutagénicos permitiendo la identificacién y caracterizacion funcional
de los genes que regulan dichos procesos (Enmanuel y Levy, 2002) mediante el
etiquetado del gen alterado para su posterior aislamiento y clonacion.

Actualmente, dicha técnica ya ha sido aplicada con resultados satisfactorios en
Arabidopsis (Alonso y Ecker, 2006), arroz (Jung y col., 2008) o maiz (Candela y Hake,
2008).

4 LA MUTAGENESIS INSERCIONAL

La mutagénesis insercional constituye una herramienta béasica para la
identificacion y etiquetado de genes, asi como para el analisis de su funcion. Esta
estrategia se basa en el hecho de que la disrupcion de un gen endégeno o la integracion
del T-DNA en la vecindad del mismo pueden ocasionar la anulacion o alteracion de
funcion. Otra aplicacion de la mutagénesis insercional por T-DNA estriba en la
deteccion de elementos de regulacion mediante el empleo de los denominados “sistemas
trampa” (trapping), que permiten detectar secuencias reguladoras y asignar una funcion
a partir de datos de expresion génica. En ambos casos, el gen queda etiquetado por el T-

DNA, facilitando la clonacién del mismo (Pineda y col., 2010).
4.1 Mutagénesis con transposones

Los transposones son secuencias de ADN que tienen la propiedad de cambiar de
posicion dentro del genoma, por tal causa también reciben el nombre de elementos
genéticos moviles. Por tanto, cuando cambian de posicion y abandonan el lugar en el
que estaban, en ese sitio, se produce un delecion o pérdida de bases. Si el elemento
transponible estaba insertado en el interior de un gen, puede que se recupere la funcién
de dicho gen. De igual forma, si el elemento genético movil al cambiar de posicion se
inserta dentro de un gen se produce una adicion de una gran cantidad de nucleétidos que
tendra como consecuencia la pérdida de la funcion de dicho gen. Por consiguiente, los

elementos genéticos transponibles producen mutaciones.

El sistema Ac-Ds (Activador-Disociacion) descubierto por Barbara McClintock

(1953) en maiz se dividen en dos clases, Ac o elemento autonomo (capaz de escindirse
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de la sede donadora y transponerse) y Ds o elemento no autonomo (estable, solamente

se vuelve inestable en presencia de los autbnomos en posicion trans).

Mediante el uso de estos elementos han podido aislarse genes en petunia
(Robbins y col., 1994), tabaco (Hehl y Baker, 1990), arroz (Enoki y col., 1999),

Arabidopsis, tomate y lino (Sundaresan, 1996).

Ademas del sistema Ac-Ds en maiz se han descrito otros sistemas como el Mu
(Mutador) caracterizado por su elevada frecuencia de induccion de mutaciones
germinales asi como por la diversa naturaleza de los mutantes aislados (Bennetzen y
col., 1993), siendo uno de los preferidos para la obtencion de mutaciones insercionales
de maiz (Cresse y col., 1995). Si bien, comentar también la existencia de otros sistemas

tales como Spm (Supresor-Mutador), sistema R-stippled y sistema MrRm.

Un inconveniente del uso de estos elementos es la tendencia que tienen a
transponerse preferentemente en posiciones del mismo cromosoma tal y como se ha
visto en maiz (Greenblatt, 1984; Dooner y Belachew, 1989), tabaco (Jones y col., 1990;
Dooner y col., 1991) y Arabidopsis (Keller y col., 1993).

En tomate, los experimentos de mutagénesis insercional con transposones se han
llevado a cabo principalmente con el sistema Ac/Ds (Yoder y col., 1988; Yoder, 1990;
Osborne y col., 1991; Rommens y col., 1992; Carroll y col., 1995). El primer gen
clonado mediante esta estrategia fue Cf-9 (Jones y col., 1994), relacionado con la
resistencia a diferentes razas de Cladosporium fulvum. Posteriormente, se han clonado
los genes Dwarf, que codifica para un citocromo P4s0 (Bishop y col., 1996), DCL
(DEFECTIVE CHLOROPLASTS AND LEAVES), que controla el desarrollo de los
cloroplastos (Keddie y col., 1996), FEEBLY, relacionado con metabolismo y desarrollo
(van der Biezen y col., 1996), DEM (DEFECTIVE EMBRYO AND MERISTEMS),
requerido para la organizacion del tejido apical durante el desarrollo de los embriones
asi como para el correcto patron de divisiones celulares y mantenimiento del meristemo
en la raiz (Keddie y col., 1998) y Cf-4, relacionado con la resistencia a Cladosporium
fulvum (Takken y col., 1998).

Meissner y col., (2000) obtuvieron una coleccion de 2932 familias de tomate

(Microtom) con el sistema Ac/Dc. A partir de esta coleccién, se logré clonar el gen
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TAP3, un factor de transcripcion de la familia MADS-box requerido para la
especificacion de la identidad de pétalos y estambres. Méas aun, Gidoni y col., (2003)
generaron una coleccién de 405 lineas transgénicas de tomate con la construccion
multifuncional pJasm13, que contenia un T-DNA y el elemento transponible Ds
(modificado) a través de la cual se cloné el gen Tm-22, que dota de resistencia al virus
del mosaico del tomate (Lanferneijer y col., 2003).
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4.2 Mutageénesis con T-DNA

El T-DNA es un pequefio segmento del plasmido inductor de tumores Ti (Tumor
inducer) de la bacteria Agrobacterium tumefaciens (Fig. 4) que, tras la infeccién de las
plantas, se integra de forma estable en su genoma (Raven y col., 2005). En la
integracion, es imprescindible la integridad de dos regiones, cada una en un extremo del
T-DNA a integrar, borde izquierdo (LB) vy derecho (RB) (Zambryski y col., 1982,
1983; Gelvin, 2000).

Cytokinin
Auxin Opine
T-DNA Region ‘
Left Border Right Border
|Plasmido Ti |
Opine
Catabolism
Virulance ‘
Region Origin of
Replication
(ORI)

Figura 4. Plasmido Ti con la region T-DNA definida

Este método, fue aplicado por primera vez en Drosophila melanogaster (Balliger
y Benzer, 1989; Kaiser y Goodwin, 1990), resultando también satisfactorio en
diferentes especies vegetales (Bensen y col., 1995; Koes y col., 1995; McKinney y col.,
1995; Krysan y col., 1996; Mena y col., 1996; Frey y col., 1998). El inserto T-DNA
tiene la valiosa ventaja de que sus inserciones permanecen estables a lo largo de las
generaciones (Radhamony y col., 2005). Otra de las ventajas de esta estrategia es que la
distribucién del T-DNA a lo largo del genoma es aleatoria sin haber puntos
preferenciales de integracion (Franzmann y col. 1995). En Arabidopsis, el analisis de las
secuencias flanqueantes al T-DNA sugiere que las inserciones ocurren principalmente
en regiones ricas en AT (Brunaud y col., 2002; Qin y col., 2003a). En tomate, el analisis
de las secuencias flanqueantes de 174 insertos de T-DNA indicaron que en un 40% de
los casos (69 insertos) la insercion ocurria en genes que se transcriben (Gidoni y col.,
2003).
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En los Gltimos afios, se han generado distintas colecciones de mutantes de T-
DNA en cultivos tales como Arabidopsis y arroz. En menor escala, la estrategia esta
siendo utilizada en otras especies como Lotus japonicus (Webb y col., 2000), Medicago
truncatula (Trieu y col., 2000; Scholte y col., 2002), tomate (Mathews y col., 2003;
Gidoni y col., 2003), Salvia miltiorrhiza (Lee y col., 2008), Brachypodium distachyon
(Vain y col., 2008), alamo (Harrison y col., 2007; Groover y col., 2004), Brassica rapa
(Lee y col., 2004), Brassica napus (Bade y col., 2003), cebada (Zhao y col., 2006) y
fresa (Oosumi y col., 2006).

En tomate, el Gnico gen clonado mediante etiquetado por T-DNA ha sido ANT1,
que codifica para un factor de transcripcién tipo MYB que actla en la ruta biosintética
de antocianinas (Mathews y col., 2003).

Por tanto, este recurso posibilita la rapida obtencion de nuevos alelos para un
determinado locus, y es de gran utilidad en estrategias de genética inversa (Sessions y
col., 2002; Alonso y col., 2003; Rosso y col., 2003; Strizhov y col., 2003).

4.1.1 Naturaleza de las mutaciones promovidas por T-DNA en las plantas

transgenicas

Las alteraciones fenotipicas observadas en las plantas transgénicas no siempre
estdn ocasionadas por la insercion del T-DNA, segun Azpiroz-Leehan y Feldmann
(1997) tan soOlo el 35-40% de las alteraciones visibles en plantas transgénicas de

Arabidopsis que exhiben un fenotipo mutante se deben a este inserto.

Ha podido demostrarse que la insercion del T-DNA genera distintos tipos de
reordenaciones cromosdmicas, tales como translocaciones y duplicaciones (Castle y
col., 1993; Laufs y col., 1999; Tax y Vernon, 2001), que pueden estar provocadas por
recombinacion entre repeticiones de las regiones flanqueantes del T-DNA y regiones

homoblogas del genoma de la planta (Tax y Vernon, 2001).

La transformacion con Agrobacterium puede originar diversas mutaciones
cromosomicas tales como inversiones (Laufs y col.., 1999), duplicaciones, deleciones
(Negruk y col., 1996) o translocaciones (Tax y Vernon, 2001) debiéndose la letalidad
embrionaria de muchos mutantes de T-DNA a este tipo de aberraciones cromosémicas
(Castle y col., 1993)
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También puede ocurrir que realmente el elemento integrado consista en
secuencias del ADN de la propia bacteria (Peterhans y col., 1990; Svitashev y Somers,
2002) o fragmentos de ADN correspondientes al cuerpo del vector. Por tanto, podrian
dar lugar a fenotipos mutantes no causados por el T-DNA.

Ademéas de lo anteriormente expuesto, las alteraciones fenotipicas en los
individuos transgénicos podrian estar ocasionadas por la activacion de transposones
endogenos (Hirochika y col., 1996), variacion epigenética debida a una alteracion en el
proceso de metilacién del ADN (Jain, 2001) o causas relacionadas con la variacion

somaclonal como consecuencia del cultivo in vitro (Moreno, 1997).
4.3 Mutageénesis insercional con vectores modificados de T-DNA

En los casos en los que un gen cumple mas de una funcion, con solamente el uso
de insertos de T-DNA puede ser muy dificil llegar a averiguar las funciones del gen
alterado. Este tipo de problemas puede solucionarse mediante el uso de vectores
modificados.

4.3.1 Etiquetado mediante activacion transcripcional

La activacion transcripcional es una estrategia de mutagénesis insercional que
genera mutantes dominantes de ganancia de funcion. Generalmente, se suele utilizar un
T-DNA que contiene multiples promotores tales como el gen 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) usado con éxito en Arabidopsis (Weigel y col., 2000) u otros
alternativos, como el del virus del moteado de las venas del clavel (CVMV) (Quiny
col., 2003b). La integracion del grupo de intensificadores en la proximidad de un gen

enddgeno deberia aumentar el nivel de expresion de ese gen (Fig. 5).
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Figura 5. Vector tipico de activacion transcripcional. En este caso el vector contiene 4 intensificadores 35S.
Provoca la activaciéon transcripcional de genes cercanos, por lo que en principio deberia dar mutantes
dominantes de ganancia de funcidn.

En principio, el uso de este tipo de construcciones ofrece algunas ventajas
respecto al uso de construcciones simples de T-DNA. Como los mutantes son de
ganancia de funcién, se puede analizar la funcion de genes redundantes. Se han
identificado varios genes mediante esta estrategia que no generan fenotipo algunoen
organismos que no expresan el gen diana en un tejido especifico o en el organismo
completo, esto es, en mutantes knock-out (YUCCA-Zhao y col., 2001; DVL1-Weny col.,
2004; LEP y VAS-Van der Graaff y col., 2002: DSL1-Chalfun-Junior y col., 2005) sin
embargo, menos del 2% de los mutantes knoc-kout generan un fenotipo mutante claro
(Bouche y Bouchez, 2001). Por tanto, a la hora de identificar mutantes etiquetados, este

tipo de aproximaciones podria ser la mas conveniente para las especies poliploides.

Por otro lado, la sobreexpresion de un gen enddgeno puede generar un fenotipo
de interés para la mejora de ciertos caracteres. Si la integracion provoca la disrupcion de
un gen endogeno, entonces lo que se generaria seria un mutante de anulacion de
funcion. Se pueden utilizar promotores especificos de tejido o inducibles para generar
un incremento de expresion de los genes etiquetados en los tejidos de interés o en un

momento concreto del ciclo de vida de la planta (Weigel y col., 2000).

La activacion transcripcional ha sido predominantemente utilizada en
Arabidopsis (Ayliffe y Pryor, 2007) aunque también ha utilizada en Craterostigma
plantagineum (Furini y col., 1997), Catharanthus roseus (Van der Fits y Memelink,
2000), petunia (Zubko y col., 2002), 4lamo (Busov y col., 2003), tomate (Mathews y
col., 2003), tabaco (Ahad y col., 2003) y Lotus japonica (Imaizumi y col., 2005). En

cereales, esta estrategia se ha utilizado principalmente en arroz (Jeong y col., 2002).
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A través de esta estrategia se han clonado 41 genes de Arabidopsis, varios de
arroz, Craterostigma plantagineum, tabaco, Catharanthus roseus, &lamo y tomate
(Ayliffe y Pryor, 2007).

A pesar de todo, este tipo de aproximaciones tiene algunas dificultades, la mas
importante es que puede no quedar claro si un fenotipo refleja la funcion real de un gen
0, por el contrario, la mutacion ha sido causada por interferencia con un proceso no
relacionado (Riechmann y Ratcliffe, 2000). Tales problemas pueden ser corrientes con
factores de transcripcion (Kubo y col., 1999; Weigel y col., 2000).

Por lo que respecta al tomate, Mathews y col., (2003) generaron una coleccién
de 10.427 lineas transgénicas independientes con una construccion de activacion
transcripcional que portaba 4 copias del intensificador 35S (CaMV) (Weigel y col.,
2000). A partir de esa coleccion identificaron 1.338 lineas transgénicas (12,83%) con
alteraciones fenotipicas relacionadas con el desarrollo de la planta (tamafio, morfologia
de hojas y frutos o color de hojas y frutos) en uno o mas caracteres. Asimismo,
identificaron algunos mutantes de pérdida de funcion en la descendencia de algunas
plantas que no exhibian alteraciones fenotipicas. Como resultado de este trabajo, los
autores clonaron el gen ANT1, un factor de transcripcion de la familia MYB que regula

transcripcionalmente la biosintesis y el transporte de antocianinas.

4.3.2 Etiquetado de genes mediante “trampas génicas”

Esta estrategia es la mas exitosa para la obtencion de informacion sobre la
funcion génica a partir de la expresion fenotipica del mutante (Springer, 2000). La
técnica consiste en introducir al azar en el genoma de una especie, construcciones
génicas que portan, ademas del gen marcador, un gen delator con un promotor minimo,
sin promotor o unido a un sitio aceptor de “splicing. Se trata de analizar las secuencias
gendmicas adyacentes a la secuencia que se inserta y las propiedades de expresion que
confiere ésta al gen delator. Tras la deteccion de secuencias reguladoras capaces de
conferir al gen delator un patrén de interés, el conocimiento de la secuencia de la
construccion insertada permite clonar las secuencias gendémicas en las que se ha
insertado. La identificacion del gen enddgeno es aun mas sencilla si se conoce la

secuencia completa del genoma.
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El delator més utilizado es el gen bacteriano uidA que codifica para la proteina
GUS aunque también se usa proteina fluorescente verde GFP (Haseloff y col., 1997) o
del gen Lc de maiz (Goldsbrough y col., 1996). Sin embargo, la observacion
microscépica de la tincion GUS es mas sensible que la de otros genes delatores ya que
permite su deteccion en unas pocas células (Topping y col., 1994; Sundaresan y col.,
1995; Campisi y col., 1999; He y col., 2001). Si bien, la deteccion de la actividad GUS
es muy sensible pudiendo detectarse la expresion en una Unica célula mediante técnicas

histoquimicas (Jefferson y col., 1987).

Tal y como cita en su estudio Springer (2000), existen tres tipos de trampas
génicas (Fig. 6), cuya diferencia reside en las construcciones de genes marcadores
usadas, a saber, trampas de intensificadores, promotores y genes.

La trampa de intensificadores consiste en un T-DNA sencillo que, aparte del gen
marcador, contiene un promotor minimo (caja TATA + inicio de transcripcion) al que
se encuentra fusionada la region estructural del gen uidA justo al lado del borde
derecho. La insercion del promotor minimo en el area de actuacion de un determinado
intensificador, y en la direccion correcta, activa la expresion del gen delator
mimetizando el patrén de expresion que dicho intensificador confiere al gen enddgeno
(Fig. 6A) es decir, permite identificar y analizar el patron de expresion de un gen
analizando la expresion del delator. La trampa de promotores es identica a la anterior
eliminando el promotor minimo. EI T-DNA debe insertarse dentro de uno de los exones
de un gen (Fig. 6B). En cuanto a la trampa de genes, ésta posee un sitio aceptor de
splicing justo antes de la region estructural del gen delator, de forma que s6lo funciona

cuando el T-DNA se integra dentro de un intrén (Fig. 6C).
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Figura 6. Esquema de las construcciones utilizadas para obtener colecciones de plantas con trampas
génicas. 0, estructura de un gen en un cromosoma donde E-1, E-2 y E-3 son exones mientras que -1y I-2
son intrones. A, trampa de intensificadores donde el minimo promotor TATA del gen delator es activado
por el intesificador. B, trampa de genes, es insertado en un exdn. C, trampa de promotores. Donde TATA

Cada tipo de trampa tiene sus ventajas e inconvenientes, la ventaja de la trampa
de intensificadores es que, como para que funcione basta que se inserte en el area de
actuacion de un intensificador, el nimero de genes que se detectan es mayor (Springer,
2000). Estudios realizados por Kertbundit y col., (1991) y Topping y Lindsey (1995)
revelaron que la proporcion de insertos que desencadenan expresion del gen delator
estaba en torno al 25% usando una trampa de promotores y al 50% con una trampa de
intensificadores. El inconveniente es que a la hora de clonar el gen, el esfuerzo
requerido puede ser mayor debido a que este tipo de trampa puede funcionar a una
distancia considerable, ademés, puede resultar dificil determinar qué secuencia
gendmica es responsable de tal patron de expresion. Otro aspecto a tener en cuenta su
versatilidad, ya que puede actuar como una trampa de promotores cuando se inserta
dentro de uno de los exones del gen, o como una trampa de genes cuando se inserta
dentro de un intron. Por lo que respecta a las trampas de promotores y de genes, el

inconveniente reside en la necesidad de integrarse dentro de un exdn si hablamos de
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trampas de promotores o0 un intrén si nos referimos a las de genes ,por lo que el namero
de genes que se detectara serd menor. Por otra parte, la ventaja de estas trampas es que
el gen queda estrictamente etiquetado por lo que, si se produce una fusion traduccional
(producto del delator-producto total o parcial del gen enddgeno) no solo puede hacerse
un andlisis funcional del gen, sino que ademas pueden obtenerse datos de la localizacién

intracelular del producto del gen enddgeno.

El empleo de trampas permite la identificacion de genes funcionalmente
redundantes, es decir, se expresan en multiples estados de desarrollo y producen efectos
pleiotropicos que generan confusion al llevar a cabo el fenotipado, genes cuya
disrupcion provoca letalidad temprana y genes cuya disrupcion ocasiona un fenotipo tan
sutil que a veces no llega a detectarse en el estudio fenotipico de las plantas. Si bien, la
identificacion del gen es independiente del nivel de expresion del mismo, evitando de
esta manera el descartar genes de baja expresion pero con efectos muy relevantes.
Ademas, resulta ser el mejor método para detectar genes que se activan o inactivan en

respuesta a un estimulo externo o situaciones de estrés abiotico (Springer, 2000).

El uso de esta estrategia reside en la naturaleza dual de las trampas, es decir,
generan mutaciones causadas por la insercion del T-DNA y, al mismo tiempo permiten
estudiar el patrén de expresion del gen etiquetado de tal forma que no solo se pueden
hacer deducciones sobre la funcion del gen etiquetado a través del fenotipado en TG1 o
TG2 del mutante en cuestion, sino que también puede obtenerse un panorama bastante
preciso en torno al patron de expresion espacio-temporal de dicho gen, ya que, gracias
al disefio de las trampas, la expresion del gen delator mimetiza la expresion del gen

enddgeno etiquetado.

Se han utilizado con éxito dos tipos de trampas: las mediadas por T-DNA
(Kerbundit y col., 1991; Topping y col., 1991; Lindsey y col., 1993; Campisi y col.,
1999) y las mediadas por transposones (Fedoroff y Smith, 1993; Klimyuk y col., 1995;
Sundaresan y col., 1995). En ambos sistemas, la presencia de un alto nimero de copias
insertadas en distintas regiones del genoma complica la identificacion de las secuencias
de interés vy, la interpretacion de los patrones de expresion. Esto ha limitado la
utilizacion de los sistemas de tranposicion al uso del sistema Ac/Ds debido al bajo

namero de copias que integra en el genoma (Bancroft y col., 1993).
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Andlisis preliminares de colecciones de plantas con sistemas de trampas génicas
han conducido a la identificacién de genes y secuencias reguladoras especificas, tales
como raices laterales (Malamy y Benfey, 1997), embriones en desarrollo (Topping y
Lindsey, 1997), tejidos infectados por nematodos (Barthels y col., 1997), células guarda
(Plesch y col., 2000) o células en proceso de senescencia (He y col., 2001). EI gen
PROLIFERA (PRL) de Arabidopsis se identifico a través de trapping (Springer y col.,
1995) también, la expresion del gen delator UidA en células en division ofrecio las
primeras pistas sobre la posible funcion de PRL (codifica una proteinas de la familia
MCM relacionada con la iniciacion de la replicacion del ADN). Otros genes
identificados han sido FRUITFULL (FUL) (Gu y col., 1998), POLARIS (PLS) (Casson y
col., 2002), LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) (Shuai y col., 2002) y
EXORDIUM (EXO) (Farrar y col., 2003). Por otro lado, los sistemas basados en el
empleo de trampas han permitido la clonacion de promotores especificos de la cubierta
de la semilla en tabaco (Fobert y col., 1994) y, en Arabidopsis, de embriones (Topping y
col., 1994), tejidos vasculares (Wei y col., 1997), células guarda (Plesch y col., 2000),
raices (Mollier y col., 2000), tejidos en crecimiento y hojas jovenes (De Greve y col.,
2001) y de células meristematicas (Farrar y col., 2003) también de raices en Lotus
japonica (Webb y col., 2000).

En Arabidopsis existe una amplia coleccion de lineas trapping, generadas con
trampas génicas (Sundaresan y col., 1995; Campisi y col., 1999; Alvarado y col., 2004),
también en arroz (Jeon y col., 2000; Jeong y col., 2002; Wu y col., 2003; Sallaud y col.,
2003; Sallaud y col., 2004; Yang y col., 2004; Peng y col., 2005), tomate Microtom
(Meissner y col., 2000) y alamo (Groover y col., 2004).

La informacion obtenida del analisis de los genes y promotores identificados
puede ser utilizada para el estudio de patrones de desarrollo en los que es crucial
disponer de marcadores especificos de células y tejidos (Hueros y Jouve, 2000). Aungue
aun queda mucho camino por recorrer, los trabajos realizados hasta la fecha ilustran el

potencial de esta tecnologia gendmica funcional.
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C. MATERIAL Y METODOS
1. MATERIAL VEGETAL

En el presente proyecto se ha llevado a cabo el analisis de una poblacion
compuesta por familias segregantes TG2. Estas se obtuvieron mediante
autopolinizacion de la primera generacion mutageneizada TG1 procedente de un
programa de mutagénesis insercional llevado a cabo por el Departamento de
Biotecnologia de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos de la
Universidad Politécnica de Valencia junto con el Grupo de Genética y Fisiologia del

Desarrollo Vegetal (AGR176) que dirige el Prof. Rafael Lozano.

Para el programa de mutagénesis insercional, se utilizaron semillas de la
variedad de tomate p73 y Moneymaker a las que se aplicd un tratamiento de
mutagénesis insercional de T-DNA con vectores convencionales (nptll-delator) y con
una trampa de intensificadores (vector pD991, que contiene un promotor minimo

fusionado a la region estructural del gen delator uidA).

El tratamiento fue desarrollado para la tesis doctoral de dofia Maria del Pilar
Angarita Diaz consistente en la generacion de plantulas axénicas mediante cultivo in
vitro a partir de semillas previamente esterilizadas. Una vez obtenidas las plantulas se
extrajeron los explantes para la regeneracion de las plantas en un medio de cultivo,
posterior propagacion clonal y, finalmente, aclimatacion y trasplante. Tras ello, se
procedio a la transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens, con una cepa que
llevaba integrados tres vectores, dos de ellos para el gen marcador nptll y un tercer
vector pD991 previamente citado. Los explantes de cotiledon procedentes de las
plantulas germinadas in vitro fueron sumergidos en el cultivo de Agrobacterium
tumefaciens para ser inoculados. Tras su evaluacion y analisis, las plantas transgénicas

fueron cultivadas en invernaderos de cristal en condiciones climaticas controladas.

El cddigo de los mutantes obtenidos con la trampa de intensificadores para su
posterior etiquetado consistié en un niumero (que alude al orden con que se han ido
generando las lineas T-DNA) las letras ET (que aluden a que se han obtenido con la
trampa de intensificadores; enhancer trapping) y la parte final (73 6 MM) que alude al

cultivar (p73 o Moneymaker). Por Gltimo, este cddigo ird seguido de un nimero que
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alude a la posicién de siembra que ocupa la planta dentro de la familia y estara rodeado

por un circulo en caso de que sea una planta que presenta fenotipo y por tanto sea

presuntamente una planta mutante. A modo de ejemplo, la figura 1 ilustra como

Familiaala que
pertenece la
planta

/

Cultivarp73

686

ET[73[(1

Enhancer trapping

N2de planta
en la familia,
indicando que
es mutante

Figura 1 Ejemplo del codigo que llevaria la etiqueta de una planta que ocupa la
primera posicion dentro de la familia 686 en ser plantada en el invernadero
obtenida mediante una trampa de
perteneciente al cultivar p73 y calificada como posible mutante ya que ha sido

rodeada con un circulo.

intensificadores (enhancer trapping)

quedaria la etiqueta de una planta de fenotipo mutante perteneciente a la familia 686 de

la variedad p73.

El ensayo se dividié en dos campafias, siguiendo el mismo disefio experimental:

- Campafia Otofio-Invierno (2008-2009):

compuesta por 280 familias TG2 de la variedad p73.

se caracterizd una poblacion

- Campafa Primavera-Verano (2009): se caracterizd una poblacion compuesta

por 95 familias TG2 y 15 familias TG3 (procedentes de familias de la

campafa anterior), de la variedad p73 y una poblacién de 97 familias TG2

pertenecientes a la variedad Moneymaker.

2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental de este proyecto se dividio en tres fases, la primera de

ellas fue el disefio del cultivo, la segunda fase consistié en el fenotipado de las semillas

y por ultimo, el tratamiento de las familias de interés seleccionadas.
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2.1 Disefio del cultivo

El disefio del cultivo consta de dos fases, la primera de ellas fue el disefio de la
siembra y, seguidamente el disefio de la plantacién y cultivo.

Siembra

La siembra se llevd a cabo en un semillero situado en San Isidro, Término
Municipal de Nijar, Almeria. Las semillas se sembraron en bandejas de polietileno
expandido de 150 alvéolos (10x15) con sustrato de turba y fibra de coco. La
germinacion y desarrollo se llevé a cabo, bajo condiciones controladas, en los
invernaderos del semillero. Una vez las plantas desarrollaron entre 4 &6 5 hojas

verdaderas, fueron trasplantadas al invernadero.

Plantacion y cultivo

Tanto la plantacion de la campafia Otofio-Invierno 2008-2009 (280 familias
TG2) como la de Primavera-Verano 2009 (95 familias TG2 y 15 familias TG3 de p73 y
97 familias TG2 de Moneymaker) se llevaron a cabo en un invernadero perteneciente a
la fundacion “Finca Experimental UAL-ANECOOP” ubicada en el paraje “Los
Goterones” de la localidad de Retamar (Término Municipal de Almeria). La extension
total de la finca es de 14 hectareas de las que actualmente se encuentran transformadas 8

hectareas, con 18 modulos de invernaderos de diferentes caracteristicas (Fig. 2).
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Figura 2 Mapa de situacion de la finca UAL-ANECOOP (recuadro en amarillo)
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El invernadero utilizado en las dos campafias fue el médulo U10 (Fig. 3)
orientado Noreste-Suroeste, de 1.500 metros cuadrados, con estructura multittnel,
dotado de pantallas de sombreo aluminizadas, riego por goteo y nebulizadores. Como
sistemas de cultivo se utilizaron el sistema enarenado convencional y contenedores
lineales de fibra de coco (canalones de 50 cm de ancho y longitud variable) sobre

estructura metalica de acero galvanizado (Fig. 4).

Las labores de cultivo fueron el entutorado de las plantas utilizando rafia,
eliminacion de los tallos secundarios y deshojado. Debido a la aparicion del virus del
rizado amarillo de tomate (TYLCV), conocido como “virus de la cuchara”, también se

procedid al corte y eliminacién de las plantas infectadas de forma puntual.

% | g |

5 |
Figura 3 Situacion del modulo U10 rodeada por el circulo Figura 4 Plano del invernadero U10. La
en amarillo dentro de la finca UAL-ANECOOP parte izquierda de azul pertenece a la parte

de suelo enarenado y la derecha en rojo los
contenedores de fibra de coco
Debido a la alta presion de la plaga del tomate Tuta absoluta, se dispusieron en
el invernadero trampas de captura de agua con feromonas y placas amarillas para
seguimiento y monitoreo de plagas tales como mosca blanca (Bemisia tabaci), trips

(Frankiniella occidentalis) asi como otras de menor presion.
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2.2 Fenotipado de las plantas

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas se llevd a cabo su
caracterizacion y descripcion fenotipica individual dentro de cada familia para la
deteccion y evaluacién de posibles mutantes.

La periodicidad de visitas a la finca fue de una media de tres veces por semana
durante toda la campafia Otofio-Invierno 2008-2009 y Primavera-Verano 2009
dedicando las ultimas semanas de cultivo a la seleccion y recoleccion de frutos de todas

las familias de interés.

Caracteres analizados

Para el estudio fenotipico de las familias T-DNA, se definieron una serie de
caracteres ubicados dentro de las categorias: desarrollo vegetativo y desarrollo

reproductivo. Todos estos caracteres son descritos y clasificados a continuacion.

a) Desarrollo vegetativo

Para la deteccion de posibles mutaciones relacionadas con el desarrollo
vegetativo de la planta se analizaron y evaluaron los siguientes parametros respecto al

de una planta de su mismo cultivar (p73 o0 MM) sembrada y plantada al mismo tiempo:

Tabla 1. Caracteres del desarrollo vegetativo considerados para el fenotipado de las lineas TG2

Categoria Caracter

Crecimiento vegetativo Menor vigor

Planta enana

Desarrollo de la hoja Tamafio de la hoja
Desarrollo y nimero de foliolos
Textura de la hoja (cérea, etc.)

Otros

Color de la hoja Clordético
Jaspeado
Verde intenso

Otros
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Tabla 1. (Continuacion)

Habito de crecimiento

Velocidad de crecimiento
Ramificacion lateral

Otros

Desarrollo del tallo

Grosor

Color

Longevidad

Senescencia temprana
Envejecimiento retrasado

Otros

a) Desarrollo reproductivo

Para la deteccion de posibles mutaciones relacionadas con el desarrollo

reproductivo de la planta se analizaron y evaluaron los siguientes caracteres respecto al

de una planta de su mismo cultivar (p73 o MM) sembrada y plantada al mismo tiempo:

Tabla 2. Caracteres del desarrollo reproductivo considerados para el fenotipado de las lineas TG2

Categoria

Caracter

Floracién

Tiempo de floracion (transicion floral)

Inflorescencia

Arquitectura de la inflorescencia

Numero de flores por inflorescencia

Desarrollo de la flor

Tamafio de los 6rganos florales
Numero de 6rganos por verticilo floral

Otros

Color de la flor

Color mas / menos intenso

Esterilidad

Esterilidad masculina o femenina

Desarrollo del fruto

Tamafio del fruto

Morfologia del fruto

Maduracién del fruto

Color del fruto

Maduracioén acelerada o retardada

Partenocarpia

Desarrollo de frutos sin semilla
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2.3 Tratamiento de las familias seleccionadas

Una vez seleccionadas todas las familias con posibles mutaciones de interés se
procedié a la toma de muestras de material vegetal y a la recoleccién de frutos para

obtencién de semillas.

Para la recoleccion de las semillas procedentes de las familias mutantes de

interés se, actud de la siguiente manera:

1. Recoleccion de una media de 3 6 4 frutos, dependiendo del tamafio y
contenido en semillas de éstos, de diferentes ramos por planta. Se
recolectardn los frutos de todas las plantas de fenotipo alterado (posibles
mutantes), asi como de sus hermanas de fenotipo silvestre.

2. Etiquetado de los frutos mediante el patron previamente descrito, a saber, el
namero de familia seguido de ET (enhancer trapping) y 73 (cultivar p73) o
MM (cultivar Moneymaker). Tras ello un guion y el nimero de planta a la
que pertenece el fruto, rodeandolo con un circulo si la planta presenta

fenotipo mutante. En la figura 5 se muestra un ejemplo de tomates

etiquetados y recolectados.

Figura 5 Ejemplo de frutos de tomate
recolectados y etiquetados. Ambos
frutos pertenecen a la familia con el
cbédigo 264ET73, el fruto de la izquierda
pertenece a la quinta planta, en orden de
plantacion dentro de la familia
264ET73, de fenotipo no mutante. El
fruto de la derecha procede de una
planta de posible fenotipo mutante
plantada en la segunda posicion dentro
de su familia.

3. Extraccion de las semillas. Para ello cada fruto fue cortado por la mitad
donde seguidamente y con ayuda de una cuchara, se le extrajeron todas las
semillas integradas en el mucilago. Estas fueron depositadas en botes de
cristal afiadiéndoles una disolucién de acido clorhidrico al 20% y dejando
reposar la mezcla resultante un minimo de 24 horas.

4. Introduccién del producto en bolsas de malla metélica y aplicacion de agua a

presién para lograr la separacion de las semillas del mucilago.
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5. Secado de las semillas limpias dentro de las bolsas de malla metélica y su
posterior embolsado y etiquetado para almacenamiento y conservacion hasta

su utilizacion.
3. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos de nuestro ensayo consistio en una prueba chi
cuadrado (%) para evaluar el patron de herencia de los caracteres mutantes encontrados.

Para ello se utilizo el programa “Microsoft Excell version 2007
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D. RESULTADOS Y DISCUSION
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D. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Descripcion de los fondos genéticos: cultivares P73 y Moneymaker

El estudio de la variabilidad genética constituye el principal punto de partida de
un programa de mejora genética de plantas. Gran parte de esta variabilidad, al menos en
cultivos horticolas como tomate, esta siendo generada a través de programas de
mutagénesis artificial (Watanabe y col., 2007; Pino-Nunes y col. 2009; Mathews y col.,
2003) en los que la caracterizacion fenotipica de nuevos mutantes, ya tengan estos un
interés cientifico para la investigacion de procesos clave en el desarrollo vegetal, o ya
tengan un interés agronémico directo, constituye uno de los principales objetivos para
centros publicos y empresas del sector biotecnoldgico.

La identificacion y caracterizacion fenotipica y genética de un posible mutante
parte del conocimiento de los patrones morfogenéticos que caracterizan el desarrollo
vegetativo y reproductivo de las plantas de fenotipo silvestre en aquellos cultivares de
tomate objeto de estudio y con los que dicho fenotipo alterado debe ser comparado.

Los cultivares o fondos genéticos en los que se ha llevado a cabo el programa de
mutagénesis, una parte del cual constituye el resultado de esta memoria, han sido P73

(Fig. 1) y Moneymaker (Fig. 2).

Respecto al desarrollo vegetativo, el crecimiento del
cultivar P73 es semi-determinado y claramente simpodial,
como es caracteristico en tomate. Antes del inicio de la
floracion, este desarrolla de 10 a 11 hojas en el segmento
inicial sin embargo, el cultivar Moneymaker muestra un

habito de crecimiento indeterminado.

Las hojas en ambos son compuestas y pinnadas de borde

lobulado y coloracion verde oscura.

En cuanto al desarrollo reproductivo, las inflorescencias de la

variedad Moneymaker son algo mas pilosas y sus flores de

~ . Figura 1. Fenotipo silvestre
menor tamafio que las del cultivar P73. (normal) de una planta de

tomate del cultivar P73.
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Moneymaker

Los frutos producidos por el cultivar Moneymaker son
redondos, lisos y de calibre mediano de coloracion verde
palida al inicio de la maduracion y con hombros para el
cultivar Moneymaker y con buena formacion de ramillete. Los
frutos del cultivar P73 son también redondos, de color verde
oscuro y rojo vivo al final del proceso de maduracion, de
textura menos suave. En ambos casos, los frutos son de

calibre mediano e insertos en ramilletes en forma de raspa de

pescado. Ambos cultivares no presentan problemas de

Figura 2. Fenotipo normal cyajado.
(silvestre) de una planta de
tomate del cv. Moneymaker.

2. Deteccion y caracterizacion fenotipica de posibles mutantes a partir del

analisis de familias TG2

En este apartado se describen los caracteres objeto de estudio del proyecto y que
han podido resultar alterados como consecuencia de una mutacién insercional en el gen
0 genes responsables de dichos caracteres. En esta memoria, nos hemos centrado en

caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo y reproductivo del tomate.
2.1 Caracteres fenotipicos analizados

El analisis fenotipico de cada uno de los caracteres analizados se ha llevado a
cabo teniendo como referencia las descripciones antes realizadas de los cultivares P73 y
Moneymaker (genotipos control o silvestres). Cualquier variacion significativa respecto
al patron de desarrollo de estos cultivares se ha considerado como una posible alteracion
causada por una mutacién insercional del elemento T-DNA con el que se ha realizado la

transformacion genética (TG) de dichos cultivares.

Los caracteres agrondmicos relativos al desarrollo vegetativo de tomate que han

sido evaluados en cada una de las familias TG2 fueron los siguientes:
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saber:

- Tamafio de la planta: a las dos semanas de cultivo se llevd a cabo la

observacion de posibles diferencias en el tamafio de las plantas procediendo
a identificar aquellas con sintomas de enanismo o desarrollo retrasado del
crecimiento.

- Morfologia y color de la hoja: se evalu6 el tamafio de la hoja asi como de sus

foliolos, existencia de mayor o menor numero de foliolos por hoja,
coloracion diferente de hojas, presencia de necrosis precoz o sintomas
extremos consecuencia de una presion ambiental (p.e. reaccién a
temperaturas extremas) o cualquier alteracion no presente en hojas de
fenotipo silvestre bajo las mismas condiciones ambientales.

- Habito de crecimiento: se estudid si la planta seguia un patrén de crecimiento

diferente, presencia de ramificaciones lateras fuera de lo normal y cualquier
otra alteracion fuera de lo comuan.

- Morfologia del tallo: se analizé el grosor, coloracion y necrosis precoz del

tallo.

- Longevidad de la planta: se observo si la planta presentaba sintomas de

senescencia temprana o retrasada.

Junto a ello, se han evaluado caracteres relativos al desarrollo reproductivo, a

- Tiempo de floracién: para la comprobacion de una floracion temprana o

tardia de la planta, se contd el nimero de nudos, comenzando a partir de los
cotiledones hasta la aparicion de la primera inflorescencia. Seguidamente, se
contaron también el nimero de nudos hasta la segunda y hasta la tercera
inflorescencia.

- Morfologia de la inflorescencia: se examind la arquitectura de la

inflorescencia y evaluo si el nimero de flores por inflorescencia era mayor o
menor.

- Morfologia de la flor: se realizd un estudio visual en busca de posibles

alteraciones en la flor tales como tamafio, morfologia de los érganos florales,
namero de érganos por verticilo y coloracion.
- Esterilidad: se buscaron alteraciones en los 06rganos reproductivos

masculinos y femeninos que pudieran dar lugar a la esterilidad de la planta.
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- Morfologia del fruto: Se analizaron los frutos para la deteccion de

diferencias en tamafio, coloracion y nimero de léculos.

- Maduracidn del fruto: se observo si el fruto presentaba retraso o precocidad

en la maduracién respecto a una planta de fenotipo silvestre a través del
viraje de la coloracion del fruto de verde a rojo.

- Partenocarpia: para comprobar si los frutos presentaban o no partenocarpia,
se procedid a realizar un corte longitudinal en la mitad de la baya
examinando la presencia o inexistencia de semillas en los I6culos del fruto.
De ser partenocérpico el fruto examinado, se comprobaria que este caracter

fuera general en todos los frutos de la planta.

Para la mayoria de los caracteres analizados, se ha realizado una evaluacion

subjetiva, siempre en relacion al fenotipo de los cultivares utilizados como referencia

2.2 ldentificacion de familias TG2 candidatas

Las familias TG2 fueron sembradas en dos campafas sucesivas, otofio-invierno
2008-2009 y primavera-verano 2009. En la primera campafia, se partié inicialmente de
300 familias TG2 de las cuales, 280 fueron trasplantadas a invernadero, con una media
de 6 a 12 plantas por familia. Las semillas de las 20 familias restantes, todas
pertenecientes al cv. P73, no llegaron a germinar en numero suficiente para su

evaluacion agrondmica y fenotipica.

Por su parte, en la campafia primavera-verano 2009 se sembraron 103 familias
TG2 del cultivar P73, de las cuales 95 fueron trasplantadas a invernadero con una media
de 12 plantas por familia. Las 8 familias restantes no llegaron a germinar
adecuadamente. Asi mismo, fueron sembradas 100 familias TG2 del cultivar
Moneymaker, de las cuales 97 fueron trasplantadas a invernadero en una media de 12
plantas por familia. La germinacion de las 3 familias restantes no se consider6 adecuada

para los objetivos del proyecto.
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En la siguiente tabla quedan reflejadas todas las familias identificadas en ambas

campanas (tabla 1):

Tabla 1. Familias TG2 identificadas durante la campafia de otofio-invierno 2008-2009 vy

primavera-verano 2009

Otofio-invierno 2008-2009 Primavera-verano 2009
12ET73 420ET73 183ET73 725ET73
62ET73 460ET73 206ET73 892ET73

108ET73 502ET73 256ET73 901ET73
149ET73 526ET73 259ET73 904ET73
150ET73 631ET73 260ET73 918ET73
158ET73 651ET73 266ET73 927ET73
172ET73 686ET73 272ET73 904ET73
236ET73 797ET73 327ET73 918ET73
24TET73 809ET73 386ET73 927ET73
248ET73 818ET73 399ET73 945ET73
264ET73 823ET73 403ET73 951ET73
277ET73 839ET73 434ET73 125ETMM
281ET73 861ET73 522ET73 294ETMM
536ET73 348ETMM
557ET73 504ETMM
561ET73 509ETMM
623ET73 512ETMM
700ET73 513ETMM

2.3 ldentificacion de mutantes alterados en el desarrollo vegetativo

Familia 172ET73

Analizando las plantas pertenecientes a la familia 172ET73, encontramos dos
fenotipos que diferian significativamente del cultivar de referencia P73. Para

diferenciarlos se denomin6 mut-1 al primer fenotipo mutante y mut-2 al segundo.

Las plantas de fenotipo mut-1 se caracterizaron por presentar menor tamafio y
porte mas debil. Tanto la longitud de la hoja como en el calibre de los foliolos eran

menores que las plantas normales (Fig. 3) ademas, el tallo era mas delgado y los
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entrenudos mas largos. Estas plantas presentaron, un desarrollo vegetativo retrasado

respecto al patron normal.

Por su parte, las plantas de fenotipo mut-2 exhibieron una coloraciéon morada
muy intensa en las hojas (Fig. 4), posiblemente como consecuencia de una mayor
susceptibilidad a las temperaturas bajas. No obstante, conviene sefialar que las plantas,
tanto de la familia 172ET73 como el resto de familias plantadas en la misma campafa,

no presentaron estos sintomas tan extremos.

Figura 4. Morfologia de una hoja de fenotipo

Figura 3. Morfologia de la hoja de una planta de - Ve ) '
fenotipo mutante mut-1 (derecha) en relacion ala  hormal (|qu|er<.ja) y una de posn?l.e fenotipo

172ET73. Se observa la diferencia en longitud y ~ Se observa la coloracion morada intensa,
posiblemente causada por las temperaturas bajas.

Familias 260ET73 y 561ET73

Estas dos familias, evaluadas durante la campafia primavera-verano 20009,
incluian individuos con alteraciones fenotipicas muy similares, se ahi que se describan
conjuntamente. Los individuos mutantes se caracterizaron por ser plantas de tamafo
mediano, tallo fino y mayor longitud de los entrenudos que cv. P73. Las hojas
desarrollaron foliolos de calibre algo mas pequefio. Por su parte, estas plantas no ser

vieron afectadas en el desarrollo de flores y frutos normales (Fig. 5).

La familia 260ET73 a su vez, exhibié dos fenotipos mutantes diferentes, a los
cuales denominamos mut-1 al primero y mut-2 al segundo. El fenotipo mutante mut-1 se
encontraba alterado también en su desarrollo reproductivo que seran descritas en el

apartado 2.5.
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Figura 5. Dos posibles fenotipos mutantes (mut) y mut-2) detectados en las familias
260ET73 (izquierda) y 561 ET73 (derecha), en relacion al fenotipo normal del cv. P73

Familia 266ET73

Las plantas presuntamente mutantes encontradas en esta familia, también
durante la campafia Primavera-Verano 2009, mostraron un crecimiento reducido y por
ende, un menor tamafio que el cultivar P73. Estas plantas eran asimismo de porte
compacto debido a la corta longitud de los entrenudos, y en ellas era caracteristica la
ondulacion del raquis de sus hojas (Fig. 6), mas evidente en el &pice de las plantas (Fig.
7). Las hojas exhibieron un tamafio normal aunque sus foliolos eran ligeramente mas
pequefios que los de fenotipo normal. En cuanto al desarrollo reproductivo, éste no

presentaba alteraciones significativas.
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Figura 6. Planta de fenotipo mutante Figura 7. Apice de una planta de la
de la familia 266ET73 (mut) de menor familia 266ET73, de fenotipo
tamafio y porte compacto. compacto.

Familia 272ET73

En la familia 272ET73 se detecto una planta de
menor altura respecto al cultivar P73 (Fig. 8). El tallo
era de menor tamafio al igual que las hojas (Fig. 9). El
habito de crecimiento era normal. Durante el

desarrollo reproductivo las flores y frutos mostraron

Figura 9. Hoja de una planta mutante (mut) detectada en la Figura 8. Planta mutante (mut) de

familia 272ET73, de menor tamafio que la silvestre (cv. P73). la familia 272ET73, de menor
un desarrollo normal. altura y vigor que la planta normal
(cv. P73).
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Familia 725ET73

El tallo de la unica planta afectada en
esta familia era de menor grosor y en él
resulta apreciable la mayor longitud de los
entrenudos respecto al cultivar P73. Las hojas
fueron siempre de menor tamafio (menor
calibre de los foliolos) (Fig. 10). Si bien la
altura total de la planta no parece verse
afectada, probablemente debido al menor
namero de hojas desarrolladas.

Figura 10. Fenotipo mutante (mut) de la
familia 725ET73, caracterizado por desarrollar
un tallo mas delgado y mayor longitud de
entrenudos que el cv.P73.

Familia 797ET73

En la familia 797ET73 hallamos una planta cuyo fenotipo diferia
significativamente del cultivar utilizado como control (cv. P73), si bien la alteracion
observada se refiere Unicamente a la pigmentacion de las hojas. Estas mostraron un
color verde oscuro y brillo intenso bastante alejado de lo observado en los cultivares
normales de tomate (Fig. 11). Dicho fenotipo podria estar relacionado con alteraciones
en la sintesis de pigmentos y ceras caracteristicos de las hojas de tomate (Fig. 12).
Merece sefialar que el resto de las caracteristicas son completamente normales, y lo que
es mas importante, que dicha planta no mostré sintomas evidentes de senescencia o0

enfermedad alguna, incluso en fase muy avanzada del cultivo.
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Figura 11. Planta mutante de la Figura 12. Hoja de fenotipo mutante (izquierda) con otra

familia 797ET73, en una fase final del de fenotipo normal (derecha). La hoja mutante tiene un
cultivo, y en la que no se observan color mas intenso, oscuro y brillante que la de fenotipo
evidencias de envejecimiento ni de silvestre ya senescente, verde mas claro y sin apenas brillo.

enfermedad alguna; en esta fase las
normales mostraron el envejecimiento
caracteristico y alguna que otra
enfermedad.

Familia 901ET73

Las plantas de fenotipo diferente encontradas en esta familia exhibieron un
tamafo mediano respecto al cultivar P73 (Fig. 13). Las hojas mostraron pérdida de
turgencia dando a la planta un aspecto debilitado, estas eran menos complejas que las de
fenotipo normal debido al menor nimero y tamafo de sus foliolos (Fig. 14). El tallo era

ligeramente maés fino con una distancia normal de los entrenudos.
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4§

| soiET73 |

Figura 13. Fenotipos de dos plantas Figyra 14. Hoja de fenotipo mutante (mut) de la

hermanas de la familia 901ET73. Una  famjlia 901ET73, con foliolos més pequefios que
de ellas muestra un menor desarrollo o5 desarrollados por una hoja normal del cv. P73,

vegetativo y porte mas débil (mut) en
relacion al fenotipo silvestre (P73).

Familia 918ET73

Los posibles mutantes
encontrados en esta familia mostraron
un crecimiento normal si bien en ellas
se observo alteracion en la morfologia
y tamafio de las hojas. Los foliolos de
éstas eran mayores que las
desarrolladas por el cultivar P73, de
bordes dentados, algunos mas
pequefios y de forma acorazonada
(Fig. 15). Estas hojas nos recuerdan

en su morfologia a las hojas de patata.

Figura 15. Hoja de fenotipo mutante (mut) en la familia
918ET73, en la que se observan foliolos de mayor
superficie y menor complejidad que los desarrollados
por el cv. P73.
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Familia 125ETMM

Las plantas de esta familia de fenotipo
mutante mostraron menor estatura que los del
cultivar Moneymaker (Fig. 16), asi como un
menor vigor caracterizado por tallos finos y
entrenudos largos. Las hojas fueron de menor
tamafio, lo que hacia que la planta exhibiese
menor superficie foliar. Este menor desarrollo
vegetativo posiblemente fue el causante del

retraso en el desarrollo y maduracion de los

frutos.

Figura 16. Planta mutante (mut) de la
familia 125ETMM, de escaso vigor y
desarrollo vegetativo respecto al que muestra
el cultivar Moneymaker (MM).

Familia 348ETMM

La presunta planta de
fenotipo mutante, detectada en esta
familia, mostraba inferior la longitud
del raquis y el calibre de los foliolos

de la hojas también era menor que el

del fenotipo normal (Fig. 17). : : -
Figura 17. Hoja de una planta mutante (mut) de la familia

348ETMM, mas pequefia que la normal (cv. MM).
Familia 504ETMM

En esta familia se detecto un
presunto mutante de estatura media respecto
al fenotipo silvestre. El tallo era de menor
grosor y las hojas mas pequefias (menor
calibre de los foliolos) (Fig. 18) y de color
verde mas claro que las del cv. Moneymaker.

En cuanto al desarrollo reproductivo, la Figyra 18. Hoja de una planta mutante (mut)

planta desarroll6 flores y frutos normales. de la familia 504ETMM, de menor tamafio que
el observado en una planta normal (MM).
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Familia 509ETMM

La planta de fenotipo mutante identificada en esta
familia presentd una altura normal, si bien el tallo era
significativamente mas delgado que el cultivar
Moneymaker (Fig. 19), lo que conferia a la planta un
aspecto débil y poco vigoroso. Las hojas fueron de menor
tamario debido al escaso desarrollo de sus foliolos.

Figura 19. Planta mutante (mut)
de la familia509ETMM, de menor
grosor y densidad foliar, que la
mostrada por una planta normal
(cv. MM).

2.4 ldentificacion de mutantes alterados en el desarrollo reproductivo

En este apartado se describen aquellas familias TG2 en las que algunas de las
plantas que las componen presentaban variaciones significativas en caracteres relativos

al desarrollo reproductivo, los cuales a su vez fueron descritos en el apartado 2.1.

Familia 12ET73

En esta familia, los 6rganos florales de los individuos mutantes se desarrollaron
con normalidad. Sin embargo, los frutos fueron mas pequefios que los del cultivar P73.
En ellos resulta evidente la ausencia de semillas, fendmeno conocido como
partenocarpia (Fig. 20). Asi mismo, estos frutos partenocarpicos carecen de tejido

placentario, aunque no mostraron cambios notables en el namero de I6culos (Fig. 20).

12ET73 P73

mut

Figura 20. Seccidn transversal de un fruto mutante
(mut) familia 12ET73 y uno de fenotipo normal
(P73). El fruto mutante es de menor tamafio y no
desarrolla semillas (partenocarpia).
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Familia 108ET73

Las flores de los fenotipos mutantes de esta familia desarrollaron un mayor
namero de carpelos, y éstos a su vez se encontraban mal fusionados lo que daba lugar a
un gineceo irregular con excesivo numero de l6culos (Fig. 21). EI mayor diametro del
ovario de la flor parece ser la causa de que los estambres no puedan fusionarse
correctamente para formar el cono estaminal (Fig. 22). Aun a pesar del mayor tamafio
del ovario, los frutos que finalmente se desarrollaron mostraron menor tamafio y forma
semi-cubica comparados con los de fenotipo normal (Fig. 23), y todos ellos se

desarrollaron de forma partenocarpica, con ausencia total de placenta, lo que hacia que

los l6culos apareciesen completamente vacios y huecos (Fig. 24).
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Figura 22. Flor mutante (mut) familia 108ET73

junto a una normal (P73). Los estambres del
mutante no forman el cono estaminal.

108ET73

Figura 21. Ovarios de un mutante (mut) familia
108ET73 y de fenotipo normal (P73).El mutante
exhibe mayor ndmero de carpelos mal fusionados.

Figura 24. Seccidn transversal del fruto mutante

Figura 23. Fruto de un mutante de la familia

108ET73 (mut) con uno normal (P73). El fruto de la familia 108ET73 (mut) y de uno normal

mutante es mas pequefio y de forma semi-cubica. (P73). ElI mutante no desarrolla semillas
(partenocarpia).
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Familia 206ET73

En la campafia primavera-verano 2009, los
fenotipos mutantes de esta familia mostraron
alteraciones en el desarrollo de los estambres (tercer
verticilo floral) dado que estos conformaban un cono
estaminal mas corto (Fig. 25), del cual sobresalia el
pistilo (exercion estigmatica). Tanto el desarrollo
vegetativo como la formacion del fruto

transcurrieron de forma normal.

Familia 236ET73

Figura 25. Cono estaminal de una flor
mutante de la familia 206ET73 (mut) y
otro de una flor normal (P73). Se
observa la menor longitud de los
estambres del fenotipo mutante.

Al final del cultivo de la campafia otofio-invierno 2008-2009, llegada la fase de

maduracion, la totalidad de los frutos de las plantas mutantes de esta familia

experimentan un desarrollo reproductivo anomalo caracterizado por la formacion de

“nuevos carpelos” que surgen del interior del fruto principal (Fig. 26). Se trata pues de

una alteracion que afecta a la determinacion del meristemo floral en los érganos del

cuarto verticilo floral. Ello impide un cierre pistilar adecuado, y como consecuencia, el

desarrollo de un fruto normal. Resulta importante mencionar que la floracién es normal.

P73

Figura 26. Frutos de fenotipo mutante (mut) de
la familia 236ET73 y de fenotipo normal (P73).
El fruto mutante muestra un inadecuado cierre
pistilar debido al crecimiento indeterminado de

los carpelos en su interior.
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Familia 248ET73

Tres de las plantas de esta familia mostraron alteraciones en el desarrollo de los
estambres; estos se encuentran parcialmente transformados en carpelos, no llegando a
fusionarse para poder formar el cono estaminal (Fig. 27). Asimismo, el ovario es algo

mas grande que el de fenotipo normal (Fig. 28).

mut

248ET73
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248ET73

Figura 27. Estambres del mutante de la familia Figura 28. Ovarios del mutante de la
248ET73 junto con unos de fenotipo normal familia 248ET73 con unos de fenotipo
(P73). Los estambres del mutante semi- normal (P73). Los mutantes son mas
transformados en carpelos no forman el cono grandes que los de fenotipo normal
estaminal

Por otra parte, los frutos no contenian semillas (partenocarpia) (Fig. 29),
resultando caracteristico el hecho de que los pétalos permanezcan adheridos a los frutos

durante periodos prolongados de tiempo (Fig. 30).

/E% iy,
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Figura 29. Seccion transversal de los frutos de  Figura 30. Los mismos frutos que la fig.29. Los
una planta mutante (mut), de menor tamafio y pétalos senescentes Sse mantienen sin  caerse
partenocarpicos, comparados con el de otra de adheridos a los frutos ya maduros.

fenotipo normal (P73), de la familia 248ET73.
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Familias 256ET73, 386ET73 y 522ET73

Algunos de los individuos tipificados como mutantes en
estas familias, todas ellas sembradas durante la campafia
primavera-verano 2009, exhibieron un fenotipo similar. Si bien

las primeras etapas del desarrollo floral transcurrieron de forma

normal, al final del mismo, no hubo cuajado alguno de los
frutos (Figs. 31, 32y 33).

Figura 31. Inflorescencia del

Figura 32. Inflorescencia mutante
mutante de la familia 522ET73  (myt) y una normal (P73) de la

re.spe’cto a una normal (P73)  familia 256ET73. Resulta evidente
Ningun fruto llega a cuajar. la ausencia total de cuajado en
algunas plantas de esta familia.

Familia 281ET73

386ET73 [

Figura 33. Planta mutante
de la familia 386ET73.
Ninguna inflorescencia
desarrolla frutos

El fenotipo mutante de esta familia se caracteriza por presentar frutos de menor

tamafo que los de fenotipo silvestre, en cuyo interior no se observd formacion alguna

de semillas (partenocarpia) (Fig. 34).

No obstante, en esta familia parece existir, junto al fenotipo partenocarpico, otro

fenotipo intermedio caracterizado por la maduracion de frutos similar al cultivar P73,

con pocas semillas en algunos de sus léculos (Fig. 35).
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281ET73

Figura 34. Seccion transversal de un fruto Figura 35. Seccion transversal de los
mutante de la familia 281ET73 mas frutos del mutante (mut) de fenotipo
pequefio sin semillas (partenocarpia) con intermedio (int) y fenotipo normal (P73) de
uno normal (P73). la familia 281ET73. El fruto mutante es
partecocarpico mientras que el de fenotipo
intermedio contiene pocas semillas.

Familia 327ET73

Esta familia (campafia primavera-verano 2009) presentd una planta con
alteraciones en el desarrollo de los 6rganos florales, a saber, pétalos de mayor tamafio
que los del cv. P73, y ademas, se observd un elevado nimero de estambres mal
fusionados en el cono estaminal (Fig. 36). Ademas, los pocos frutos que llegaron a

cuajar eran partenocapicos (Fig. 37).

327ET73
Figura 36.Familia 327ET73.

Figura 37. Inflorescencia mutante (mut) y
Estambres del mutante (mut) P73 de la familia 327ET73 cuyos frutos
mal fusionados comparados no han llegado a cuajar, los que lo han
con los de P73. hecho son partenocarpicos.

Familia 399ET73

El fenotipo mutante de esta familia (campafia primavera-verano 2009), no
presentO alteraciones durante el desarrollo floral, sin embargo, las flores presentaron
problemas durante el cuajado del fruto. Asi los pocos frutos obtenidos al final del
cultivo mostraron menor tamafo, loculos bien marcados, ausencia total de semillas

(partenocarpia) y de tejido placentario (Fig. 38).
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Figura 38. Seccion transversal de un fruto
normal (P73) y uno mutante (mut) de la familia
399ET73 con partenocarpia.

Familia 403ET73

En esta familia (campafia primavera-verano 2009), el desarrollo floral ocurrié
normalmente, si bien los frutos difirieron en forma y tamafio. Respecto al fenotipo
control (cv. P73), los frutos mutantes fueron trilobulados y de forma ligeramente conica
(Fig. 39), y lo que es mas importante, ninguno presentd semillas (partenocarpia) (Fig.
40).

403ET73

Figura 39. Ramo con frutos normales (P73) Figura 40. Seccién transversal de un fruto de
y otro de una planta mutante (mut) de la fenotipo normal (P73) y uno mutante (mut) con
familia 403ET73. Los frutos mutantes ausencia de semillas (partenocarpia), ambos
tienen forma trilobular y son de menor detectados en plantas de la familia 403ET73

tamafio.

Familia 502ET73

Los presuntos mutantes de esta familia (campafia otofio-invierno 2008-2009),
desarrollaron frutos sin semillas (partenocarpia) adn cuando no se apreciaron
alteraciones en el desarrollo floral. Los frutos fueron mas pequefios y de forma semi-

cubica con respecto al cultivar P73 (Fig. 41).
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RO2FT73

Figura 41. Ramo de una planta mutante de la
familia 502ET73, con frutos mas pequefios y
de forma  semi-cUbica, ademas de
partenocarpicos. Estas no suelen  ser
caracteristicas del cultivar control (PT73).

Familia 557ET73

Durante el desarrollo floral, ocho
plantas de esta familia  exhibieron
alteraciones en el desarrollo de los pétalos.

Estos mostraron una linea longitudinal, de

grosor medio y color verde claro, que recorre

Figura 42. Envés y reverso de flor mutante de la
longitudinalmente cada pétalo (Fig. 42). familia 557ET73 donde se ve la linea de
Podria tratarse de un cambio en la identidag So'oracion verde en el centro de los pétalos.

de las células que ocupan esta zona media del pétalo, las cuales se desarrollarian como
si de un sepalo se tratara. Esta alteracion no influyo en el desarrollo de los frutos los

cuales exhibieron un aspecto normal.

Familia 623ET73

En esta familia encontramos dos fenotipos
mutantes diferentes a los cuales denominamos
mut-1 y mut-2. El fenotipo mut-2 sera descrito en

el siguiente apartado.

El presunto mutante mut-1 se caracterizo

P 623ET73
Figura 43. Inflorescencia del mutante
inflorescencia, de manera que ésta adquiri0 un mut-1 (derecha) respecto a una normal
(izquierda). La inflorescencia, altamente
ramificada, desarrolla un gran nimero de

de un nGmero excepcionalmente elevado de flores, muchas de ellas desprendidas.

por una alteracion en el desarrollo de la

patrén excesivamente ramificado y el desarrollo
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flores. Estas mantuvieron un desarrollo normal, si bien tras la fecundacion mostraron
facilidad para desprenderse de la planta lo que impidi6 el cuajado y formacién del fruto
(Fig. 43). De hecho, durante la campafia primavera-verano 2009 en la que se caracterizd
esta familia, no fue posible recoger ni un solo fruto de la planta mut-1.

Familia 686ET73

Los drganos florales de los presuntos mutantes de esta familia (campafia otofio-
invierno 2008-2009) mostraron cambios homedticos evidentes. Asi, algunos de los
sépalos y pétalos desarrollaban caracteristicas foliares (Fig. 44), y en especial, los
estambres aparecian mal fusionados y transformados en carpelos (con diferente grado
de transformacion) (Fig. 45). Los frutos, de menor tamafio que el cultivar P73, iban
acompafiados de un cierto grado de malformacion y, todos se desarrollaron de forma

partenocarpica, con ausencia total de semillas.

686ET73

Figura 44. Fenotipo de una flor mutante (mut) de Figura 45. Estambres de un mutante (mut) de la
la familia 686ET73, comparado con el de una flor familia 686ET73 respecto a unos normales
normal (P73). El mutante presenta cambios (P73). Estos, transformados en carpelos, no
homedticos de los 6rganos florales.. forman un cono estaminal caracteristico.

686ET73

Familia 809ET73

El presunto mutante de esta familia estudiada en la campafa otofio-invierno
2008-2009, mostro flores de mayor tamafio que las del cultivar P73. En el ovario es
posible encontrar un mayor nimero de carpelos (Fig. 46) mal fusionados que
comenzaron a desarrollarse y crecer significativamente antes de la senescencia de la flor
(Fig. 47). Una de las caracteristicas mas notables, que asemeja este mutante al descrito
en la familia 236ET73, lo constituye el desarrollo de frutos en el interior del fruto

principal, o lo que es lo mismo, la indeterminacion asociada al desarrollo de los
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carpelos (Fig. 48). Junto a ello, la partenocarpia representd una caracteristica comin en

los frutos andmalos de este mutante (Fig. 49).

809ET73 809ET73

4
W) &% L
L -
m

tamafio mayor, ovario grande y estambres mal fusionados Figura 47. Fruto mutante (mut)
de la familia 809ET73. El ovario
ha engordado antes de la
senescencia de la flor.

ut

Figura 46. Algunas flores mutantes de la familia 809ET73 de

Figura 48. Frutos mutantes (mut) familia 809ET73 con desarrollo de
frutos en el interior del mismo junto a uno de fenotipo normal (P73).
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Figura 49. Seccion transversal de los frutos de la fig.48 de la familia
809ET73. Muestran ausencia total de semillas (partenocarpia)

Familia 818ET73

El fenotipo de los frutos de tres de los Figura 50. Frutos no

maduros en el ramo
de un mutante de la
familia 818ET73 con
uno normal (P73).
Los frutos mutantes
son partenocarpicos,
muy pequefios con
sus loculos muy
marcados.

individuos de esta familia, cuyo ciclo de
cultivo se desarroll6 durante otofio-invierno
2008-2009, presentd ausencia de semillas
(partenocarpia) siendo los frutos de tamafio

muy pequefio respecto a los de fenotipo

normal (P73). Estos frutos mostraron los

I6culos muy marcados (Fig. 50).
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Familia 861ET73

La flor del presunto individuo mutante

mults ¢

i " | P73
XIX
c y | %

de esta familia, sembrada en la campafia
otofio-invierno ~ 2008-2009, mostré  un
desarrollo normal de sépalos y pétalos sin

embargo, los  estambres  exhibieron 861ET73

malformaciones impidiendo la formacién del Figura 51. Cono estaminal del mutante de la
familia 861ET73 (mut), en el que se observa

la malformacién de los estambres y el cono

cono estaminal (Fig. 51). Al final del
desarrollo reproductivo, el mutante da frutos estaminal.

produjo frutos indeterminados, de fenotipo similar los descritos en las familias 236ET73
y 809ET73 (Fig. 52). Al igual que ocurrié en el mutante de la familia 809ET73, los
frutos no desarrollaron semillas (Fig. 53).

861ET73

Figura 52. Frutos del mutante (mut) de la  Figura 53. Seccién de los frutos de la Fig.52 en la
familia 861ET73 en los que se observa el  que se muestra la ausencia de semillas del mutante.
cardcter indeterminado que conlleva la

formacion de carpelos dentro de carpelos,

fenotipo nunca observado en el cv. P73.

Familia 951ET73

Las dos plantas con fenotipo mutante, encontradas durante la campafia
primavera-verano 2009, exhibieron

inflorescencias con flores de fenotipo normal,

=

mu" NG

la gran mayoria de las cuales no lleg6 a cuajar

y desarrollar frutos. Las pocas que si lo 951ET73
hicieron desarrollaron frutos pequefios, de

o

Figura 54. Frutos del mutante (mut) con

I6bulos marcados y ausencia total de semillas lobulos marcados y de menor tamafio
) ) respecto al cv. P73.
(partenocarpia) (Fig. 54).
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En su conjunto, los mutantes afectados en el desarrollo floral tienen en comin la
presencia de cambios homeoticos que afectan esencialmente a la formacion de los
estambres. Se sabe que las bajas temperaturas pueden estar en el origen de estos
cambios homeoOticos a través de alteraciones en los niveles de expresion de genes
reguladores de la identidad de los 6rganos florales (Lozano y col., 1998). En concreto,
serian genes de la familia MADS-box, de clase B (homéblogos a
DEFICIENS/APETALA3 y GLOBOSA/PISTILLATA) los que podrian estar implicados,
0 mas probablemente genes diana de estos. Entre tales genes regulados por factores de
tipo MADS-box podrian estar algunos de la ruta de sefializacion mediada por
giberelinas y que, ademéas del desarrollo de estambres, fuesen responsables de la
correcta formacion y fertilidad del polen. Por el momento, no se han identificado los
genes implicados en la fusion de estambres y la formacion del cono estaminal, como
tampoco lo han sido, aquellos cuya funcién estd directamente relacionada con la
fertilidad de polen, por lo que los mutantes aqui descritos constituyen un buen material
para la diseccidn genética de este caracter.

En lo relativo a los mutantes partenocarpicos descritos en este trabajo, estos
responden a dos patrones de desarrollo distintos, ambos caracterizados por el menor
tamafo del fruto. La diferencia esencial entre ambos patrones estriba en el desarrollo de
tejidos placentario y conectivo en el interior de los l6culos del ovario, completamente
ausentes en las familias 108ET73, 399ET73 y 951ET3, parcialmente desarrollados en
las lineas 12ET73, 248ET73 y 281ET73, y bien desarrollados, aunque con ausencia de
semillas en el resto. A este respecto, conviene sefialar los distintos mutantes
partenocarpicos patl, pat2, pat3 y pat4 que han sido descritos en diferentes cultivares, y
en los cuales la implicacion de rutas de sefializacion hormonal parece ser evidente, en
particular de las giberelinas (ver revision de Lozano y col., 2009). En estos mutantes,
podria ocurrir que la falta de polinizacidén debida a infertilidad del polen producido en
condiciones de temperaturas bajas sea la causante principal del fenotipo partenocérpico.
Por su parte, se sabe que las semillas en formacidn constituyen la principal fuente de
giberelinas durante el desarrollo del fruto (Gillaspy y col., 1993; Fos y col., 2001), por
lo que cabe pensar que la ausencia de las primeras sea la responsable directa del menor

tamafo del fruto observado en todos los mutantes partenocarpicos.
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2.5 Identificacion de mutantes alterados en el desarrollo vegetativo y

reproductivo

Familia 62ET73

Las hojas de los presuntos mutantes de la familia 62ET73, campafa otofio-
invierno 2008-2009, exhibieron tricomas con la base engrosada en el haz de las hojas,

semejantes a los presentes en los sépalos (Figs. 55y 56).

62ET73

62ET73 [ ~ 7 Amm
Figura 55. Hoja mutante (mut) de la familia Figra 56. Detalle de un tricoma engrosado
62ET73 Yy una de fenOtipO normal (P73) Se de la hoja del mutante 62ET73.

observa el grosor de la base de los tricomas en el
haz del mutante, a modo de puntos blancos.

Por su parte, las flores mostraron engrosamientos en el cono estaminal
blanquecinas (Fig. 57). Los demas organos florales mantuvieron un desarrollo normal.
Los frutos mostraron una textura escriturada en la epidermis, no completaron el viraje

de color verde a rojo al final de la maduracién (Fig. 58). Al extraer las semillas de los

frutos, éstos presentaron un nimero muy reducido la mayoria inviables

6ET73  [TRE AN 62ET73

Figura 57. Cono estaminal de una planta Figura 58. Fruto de fenotipo mutante (mut) de la familia

mutante de la familia 62ET73. 62ET73 comparado con un fruto normal (P73). El fruto
mutante exhibe escriturado en la epidermis y pigmentacion
heterogénea.
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Familia 149ET73

El Unico mutante de esta familia, (campafa otofio-invierno 2008-2009), mostro
alteraciones en el crecimiento en el que destaco el reducido grosor del tallo y el menor
calibre de los foliolos.

Durante el desarrollo reproductivo, el mutante exhibié flores normales sin
embargo, los frutos tuvieron una distribucion de los loculos irregular (Fig. 59). La
maduracion se vio retrasada significativamente. Para ilustrar este caracter, en la figura
60 mostramos dos frutos, recogidos ambos, del tercer ramo de una planta normal y del
presunto mutante, se observa como el fruto de fenotipo normal ha completado la
maduracion mientras que el fruto del individuo mutante esta al inicio de la maduracién

(viraje de verde a rojo).

149ET73 |
Figura 59. Seccién transversal del fruto
mutante (mut) de la familia 149ET73, en la normales (P73) de la familia 149ET73. El

que se observa el mayor nimero de l6culos en  mutante exhibe retraso en la maduracion
relacién a un fruto normal (P73). respecto al cv. P73.

Figura 60. Frutos de plantas mutantes (mut) y

Familia 150ET73

Las plantas que presentan un posible fenotipo
mutante  (campafia  otofio-invierno ~ 2008-2009),
mostraron los foliolos poco lobulados y retorcidos en
particular en las primeras hojas. Las hojas desarrolladas
posteriormente fueron simples y filiformes y por tanto
muy distintas a las del cultivar P73 de morfologia
compuesta. Ademas, la planta presentd pérdida en la

dominancia apical y wun habito de crecimiento

aparentemente rastrero. Las plantas mutantes fueron de Figura 61. Comparacion de una

planta de fenotipo normal (P73)
con una mutante (mut) ambas de la
familia 150ET73.

menor tamafio y vigor que las plantas de fenotipo P73
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(Fig. 61). También se observaron cambios en el desarrollo reproductivo. Los &pices
meristematicos se determinaron en inflorescencias poco desarrolladas y muy
ramificadas con un gran numero de flores (Fig. 62). Estas ultimas presentaron
alteraciones en todos sus 6rganos, los pétalos y sépalos fueron filiformes, pequefios y
dispuestos de forma espaciada, los estambres, muy finos, no estaban fusionados por lo
que nunca se llegd a formar un verdadero cono estaminal (Fig. 63). Respecto a los
frutos, estas plantas produjeron frutos de morfologia y tamafio irregular los cuales
contenian semillas aparentemente normales (Fig. 64).

P73
-’
oy’

Figura 62. Detalle de la inflorescencia de una planta Figura 63. Detalle de una flor de fenotipo
mutante de la familia 150ET73 (izquierda). En el panel mutante (mut) y otra de fenotipo normal
derecho se comparan las inflorescencias mutante (mut) y (P73). La primera presenta pétalos
silvestre (P73), pudiéndose comprobar el mayor nimero de filiformes y estambres mal fusionados y

flores y la excesiva ramificacion de la primera respecto a la retorcidos, que no llegan a formar el cono
segunda. estaminal.

Figura 64. En el panel izquierdo se muestra una gama de frutos alterados en el tamafio y la forma
(arriba) en relacion a un fruto normal del cv. P73 (abajo). En el panel derecho puede verse la seccion
transversal de los mismos frutos del panel izquierdo. Destaca el mayor nimero de carpelos de los frutos
mutantes, si bien estos producen semillas aparentemente normales.

Familia 158ET73

Analizando las plantas pertenecientes a esta familia, sembrada durante el periodo
otofio-invierno 2008-2009, encontramos dos fenotipos diferentes, denominados mut-1 y

mut-2.
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Las plantas de fenotipo mut-1 se caracterizaron por
ser enanas Yy de porte mas débil (Fig. 65). Las hojas fueron
menores que las plantas normales (Fig. 66). Estas plantas
no desarrollaron ni flores ni frutos (Fig. 67).

158ET73 ;\A

Figura 67. Planta mutante de Figura 66. Menor tamafio de la Figyra 65. Planta de fenotipo
la familia 158ET73, enana, de hoja detectada en una planta normal (P73) junto a la mutante
porte débil y que no desarrolla Mutante  (mut-1) de la familia epnang (mut-1) de la familia

flores ni frutos 158ET73, respecto a una de 158ET73.
fenotipo normal (P73).

Por su parte, las plantas de fenotipo mut-2 exhibieron una altura mediana
respecto a una planta normal. El tallo fue de menor grosor y la longitud de los
entrenudos larga. Los demés 6rganos vegetativos se desarrollaron con normalidad (Fig.
68). Con respecto a los 6rganos florales, los sépalos no llegaron a abrirse por completo
(Fig. 69) vy, al examinar los ovarios, estos maduraban muy prematuramente, ain sin
alcanzar un desarrollo normal (Fig. 70). Consecuencia de estas alteraciones, la planta no

llegd a desarrollar ningun fruto fértil.

158ET73

s

Figura 70. Ovarios necrotizados del Figura 69. Inflorescencia mutante de Figura 68. Planta
mutante de la familia 158ET73 respecto a la familia 158ET73 respecto a una mutante de la familia
unos normales (P73). normal (P73). 158ET73. De tallo fino
y entrenudos largos.
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Familia 183ET73

Al poco tiempo de ser trasplantada al invernadero durante
la campafia primavera-verano 2009, esta familia mostr6 una
planta de fenotipo mutante enano y con senescencia muy
temprana (Fig. 71). Este individuo presenté hojas pequefias,
totalmente necrotizadas y de foliolos pequefios y arrugados a
causa de la necrosis. El tallo fue de menor grosor que el del

cultivar P73 y marchito. La planta no desarroll6 ni flores y ni

frutos. Figura 71. Planta
mutante de la familia

. 183ET7
Familias 259ET73; 260ET73; 904ET73; 927ET73y 929ET73 ool EMo8

Estas familias se describen de manera conjunta habida cuenta que en todas ellas
se encontro alguna planta con alteraciones fenotipicas muy similares. Los individuos
alterados exhibieron un fenotipo muy similar al de familia 183ET73 a diferencia de que
éstos si que desarrollaron flores normales de baja fertilidad cuyos frutos fueron de

calibre menor que los del cultivar P73 (Fig. 72).

s % 259ET73 927ET72"

> 260ET73
mut-1

Figura 72. Algunos ejemplos de las plantas
mutantes pertenecientes a las familias
259ET73, 260ET73, 904ET73 y 927ET73.
Todas ellas son enanas, y muestran
senescencia temprana, si bien llegan a
desarrollar flores y frutos aunque de un
calibre mas pequefio que P73.

87



Cabe afiadir que la familia 260ET73 a su vez, exhibié dos fenotipos alterados

diferentes de los cuales, el denominado como mut-1 es el descrito en este apartado.

Familia 247ET73

En esta familia (campafia otofio-invierno 2008-
2009) se detectd una planta con fenotipo mutante
caracterizado por su enanismo y foliolos de calibre menor.
A su vez presento tallo de escaso grosor y corta distancia de
los entrenudos, dotando a la planta de un aspecto compacto
(Fig. 73). Esta planta no desarroll6 flores ni frutos. No
obstante, en esta familia parece existir, junto al fenotipo
enano, otro fenotipo intermedio caracterizado por presentar

individuos de estatura media, los cuales si desarrollaron | 247773
flores y frutos.

Figura 73. Planta mutante de
la familia 247ET73 pequefia de

Familia 264ET73 aspecto compacto.

El fenotipo del mutante hallado (campafia otofio-invierno 2008-2009) mostré un
habito de crecimiento normal y misma altura que el cultivar P73. Si bien, la planta
exhibid aspecto vigoroso portando sus hojas foliolos de mayor calibre y borde dentado a
diferencia de los de un individuo P73 (Fig. 74).

Aunque la planta alterada desarrollo flores aparentemente normales, los frutos

producidos mostraron una forma ovalada (Fig. 75) a diferencia de la forma globosa de

los de fenotipo normal.

mut J 264ET73 P73
- » 2= : '/ &‘i ¢

264ET73
Bl

5 =

S

\;
3 \
Figura 74. Hoja del mutante de la familia Figura 75. Fruto mutante de la familia
264ET73 respecto a una normal (P73). Esta es 264ET73 con uno de fenotipo normal (P73).El
mas grande y sus foliolos de borde dentado. mutante tiene forma ovalada.
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Familia 277ET73

Los dos individuos de fenotipo alterado de esta familia, fueron plantas

extremadamente enanas (Fig. 76). Estas exhiben un tallo de muy poco grosor y

entrenudos cortos, hojas y foliolos pequefios. El desarrollo reproductivo se vio alterado

ya que ninguna de los individuos desarroll6 flores ni frutos (Fig. 77).

Figura 76. Planta de fenotipo

Figura 77. Planta mutante

normal (P73) con una mutante de la familia 277ET73, el
(mut) de la familia 277ET73 tallo es muy fino y los
entrenudos cortos. Hojas,

pequefias.
Familia 420ET73

La planta alterada de esta familia, descubierta durante la campafia otofio-

invierno 2008-2009, exhibid un menor tamafio
respecto al cv. P73. De porte débil y ligeros sintomas
de marchitamiento en las hojas lo cual condujo a una
pérdida de turgencia. El tamafio de las hojas fue
menor que las de fenotipo normal presentando en
algunas ocasiones un mayor grado de complejidad
(mayor namero de foliolos pequefios presentes en la
hoja). El tallo fue de menor grosor y mayor distancia
de los entrenudos (Fig. 78). La planta no lleg6 a

desarrollar flores y por lo tanto tampoco frutos.

Figura 78. Escaso vigor de una planta
mutante (mut) de la familia 420ET73,
comparada con una de fenotipo normal
(P73).
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Familia 434ET73

Durante su desarrollo vegetativo, la planta mutante de esta familia (campafa
primavera-verano 2009) mostr6 hojas cuyos foliolos eran de menor tamafio y arrugados
(Fig. 79), este caracter se hizo mas evidente en el apice (Fig. 80). Si bien, durante
desarrollo reproductivo, el individué mostré sus primeras inflorescencias muy pequefias
cuyos sepalos no llegaron a abrirse (Fig. 81). No obstante, las posteriores
inflorescencias presentaron alteraciones en casi todos sus drganos florales, a saber,
pétalos malformados, mayor nimero de estambres que no llegaron a fusionarse y formar

el cono estaminal (Fig. 82). Tales alteraciones impidieron a la planta desarrollar frutos.

Figura 79. Hoja del mutante (mut) de la familia Figura 80. Apice del mutante de la familia
434ET73 con una de fenotipo normal (P73). La hoja  434ET73 donde los foliolos de las hojas

mutante es mas pequefia. tienden a arrugarse.

434ET73

_lio
Figura 81. Primeras inflorescencias del mutante de la
familia 434ET73, el que se observan cémo los sépalos ~ mutante (mut) comparado con el fenotipo
permanecen fusionados, sin llegar a expnadirse. normal (P73). Se observan alteraciones en
el desarrollo de los pétalos y un nimero
elevado de estambres mal fusionados en el

Figura 82. Diferentes estadios florales del

cono estaminal
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Familia 460ET73

La planta mutante de esta familia (campafia otofio-invierno 2008-2009) se
caracterizd por mostrar envejecimiento prematuro o senescencia temprana. A su vez,
presentd menor tamafio que el cultivar P73, hojas pequefias y de coloracion mas clara, si
bien, las mas viejas estaban totalmente senescentes mostrando las més jovenes sintomas
prematuros de necrosis (Fig. 83). Cabe sefialar que el tallo no estuvo senescente. La
planta desarrollé flores y frutos siendo estos ultimos de menor tamafio, algo deformes
sin llegar a completar la maduracion (Fig. 84).

W =5 S8

460ET73

Figura 83. Fenotipos de una planta mutante (mut) Figura 84. Fruto de una planta normal (P73) y de una
de la familia 460ET73, y una de fenotipo normal planta mutante (mut) de la familia 460ET73, éstos
(P73) EI mutante muestra un débil desarrollo y gltimos de menor tamafio e incapaces de madurar.
sintomas de senescencia temprana.

Familia 526ET73

Las plantas mutantes de esta familia no fueron muy longevas y debido a ello,
ninguna sobrevivid hasta el final del cultivo otofio-invierno 2008-2009. Las presuntas
plantas mutantes fueron enanas, de porte debil y tallo fino sin que éste llegara a
presentar sintomas de marchitamiento. Las hojas pequefias, con pérdida de turgencia
debido al marchitamiento y necrosis en la periferia de algunos de sus foliolos, siendo
estos de calibre pequefio y arrugado. Las plantas se vieron afectadas en su desarrollo

reproductivo ya que ninguna llegé a desarrollar flores ni frutos (Fig. 85).
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158ET73 @

Figura 85. Dos plantas mutantes enanas de la familia 526ET73 con
marchitamiento prematuro de las hojas y porte débil. No desarrollan ni
flores ni frutos.

Familia 536ET73

Esta familia (campafa primavera-verano 2009)

desarrollo tres plantas de fenotipo mutante.

Las plantas eran pequefias sin llegar a ser enanas.
Las hojas eran pequefias (tanto en longitud de raquis
como tamafo de los foliolos) existiendo necrosis
temprana en alguna de ellas, esto se acentuaba en las mas
viejas. Todas estas alteraciones proporcionaban a las
plantas una apariencia marchita (Fig. 86). Los mutantes

desarrollaron flores de tamafio pequefias sin ninguna
536ET73
alteracion en sus organos florales. En cuanto a los frutos,

Figura 86. Fenotipo de una

éstos fueron de menor calibre que los del cultivar P73. planta normal (P73) y otra
mutante (mut) de la familia
536ET73.

Familia 623ET73

Los mutantes de esta familia que fueron descritos como mut-2 exhibieron un
tamafio mediano respecto al cultivar P73. Sus hojas fueron de coloracion jaspeada a
saber, cuando las plantas eran jovenes el jaspeado fue verde y amarillo, sin embargo,
conforme la planta fue creciendo, el jaspeado de las hojas paso a ser verde y grisaceo
(Fig. 87). A su vez, las hojas presentaron un tamafio menor en longitud y calibre de sus

foliolos (Fig. 88). Si bien, no desarrollaron ni flores ni frutos.
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Figura 87. Hoja mutante de la Figura 88. Hojas de fenotipo mutante (mut) y normal
familia 623ET73 de jaspeado verde- (P73) desarrolladas por plantas de la familia 623ET73.
verde claro.

Familia 631ET73

Las plantas de fenotipo mutante halladas en esta familia durante la campafa
otofio-invierno 2008-2009 presentaron porte enano. Todos los 6rganos vegetativos eran
méas pequefios que los del cultivar P73 (Fig. 89), las hojas mostraron un menor
crecimiento y el tallo fue més delgado y de menor longitud entre nudos. En cuanto a los
organos reproductivos, las flores también se desarrollaron poco, si bien no se
observaron alteraciones importantes en la identidad, niumero y disposicion de los
organos florales. Los frutos fueron mas pequefios pero
morfologicamente iguales a los de fenotipo normal
(Fig. 90) presentando una cantidad normal

aparentemente de semillas.

.

LY 0

Figura 90. Fruto de una planta mutante
de la familia 631ET73 (derecha). La
Unica diferencia respecto a un fruto
normal (izquierda) reside en el tamafio
de este.

Figura 89. Comparacion de una
planta mutante (mut) con una de
fenotipo normal (P73). La altura
de la planta mutante no alcanza
1/3 de la altura de la planta de
fenotipo normal..
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Familia 651ET73

Los presuntos mutantes pertenecientes a esta familia, campafia Otofio-Invierno
2008-2009, desarrollan alteraciones en la coloracion sus Organos vegetativos vy

reproductivos.

A principio del desarrollo, la planta muestra el
apice clorético (Fig. 91). Durante el desarrollo
reproductivo, los d&rganos florales exhiben una
coloracion diferente a la de fenotipo normal, los pétalos
son blanguecino anaranjados y los estambres naranja

intensos (Fig. 92). En cuanto a los frutos, éstos son de

maduracion (Fig. 93).

Figura 91. Fennotipo amarillento
de una planta mutante (mut)
651ET73 respecto a wuna de
fenotino normal (P73).

651ET73

Figura 92. Flor desarrollada por una planta Figura 93. Fruto mutante (mut), de color amarillo-
mutante (mut) de la familia 651ET73, cuyos anaranjado observado en una planta mutante de la
pétalos son blancos-anaranjados y los familia 651ET73.

estambres de color naranja.

Familia 700ET73

Las plantas mutantes pertenecientes a la familia 700ET73 sembrada en la
campafa primavera-verano 2009, presentaron alteraciones en casi todos sus 6rganos

vegetativos influyendo, como consecuencia, en el desarrollo reproductivo de la planta.
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Las plantas de fenotipo mutante eran
enanas sin llegar a superar la cuarta parte de la
altura de una planta de fenotipo normal P73 (Fig.
94).

crecimiento indeterminado sin llegar a definirse

Las plantas exhibieron un habito de

un tallo principal (Fig. 95). En cuanto a las hojas,
las més viejas tenian tendencia a ser como las de
fenotipo normal pero con menor densidad foliar
y mayor grado de complejidad debido a la
enorme presencia de foliolos diminutos, algunos
ondulados, arrugados y no lobulados, por otra
parte, las hojas mas jovenes fueron filiformes con
95). EI

mostré

tendencia al enrollamiento (Fig.

desarrollo  reproductivo  tambien
alteraciones, en las pocas flores que desarrollé el
mutante, los sépalos no llegaron a abrirse (Fig.

96) por ello, la planta no desarrollé frutos.

Figura 96. Planta mutante de la familia
700ET73. Rodeada por un circulo amarillo,
una flor con los sépalos cerrados.

retorcidas,

700ET73

Figura 94. Planta mutante (mut), de
fenotipo enano y poco vigoroso en relacién
al fenotipo normal (P73), detectado en la
familia 700ET73.

Figura 95. La planta mutante de la
familia 700ET73 carece de un tallo
principal bien definido. Las hojas son

y los foliolos muy

pequefios y simples, las superiores
filiformes.
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Familia 823ET73

Esta familia (campafia otofio-invierno 2008-
2009) exhibié tres plantas mutantes de fenotipo
similar. Las tres eran de menor tamafo que el
cultivar P73 (Fig. 97). Las hojas de tamafio
mediano con desarrollo normal y el tallo de menor
grosor. Durante el desarrollo reproductivo, una de
las plantas desarrollé flores y frutos normales, sin
embargo en otra, la mayoria de sus flores abortaron
o dieron lugar a frutos con ausencia de semillas
(partenocarpia). La tercera planta desarrollé flores

normales sin embargo estas no cuajaron sin dar

lugar a frutos.

Figura 97. Planta mutante de la familia
823ET73, de pequefia estatura y tallo
delgado. Todas las flores abortan.

Familia 839ET73

El fenotipo mutante mostraba escasa altura (no
superd los 56 centimetros; Fig. 98). Las hojas exhibieron
menor tamafio que las de fenotipo normal, desarrollando
un crecimiento enrollado y algo de decoloracion, sus
foliolos fueron pequefios, arrugados y poco lobulados. No
descartamos la infeccion por el virus del rizado amarillo
de tomate (TYLCV). El tallo fue de un grosor normal y

porte erecto. La planta no desarroll ni flores ni frutos.

Figura 98. Planta mutante de la
familia 839ET73 de 56 cm de
Familia 892ET73 altura.

Los foliolos de las hojas de las plantas con fenotipo mutante, identificadas
durante la campafia primavera-verano 2009, exhibieron bordes menos lobulados que los

de fenotipo silvestre.
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En cuanto al desarrollo reproductivo, las flores tenian los sépalos y pétalos méas
finos que los de una flor de fenotipo normal (Fig. 99) siendo los demas 6rganos florales
normales. Los frutos presentaron forma ovalada (Fig. 100) con un nimero normal de

semillas.

892ET73 mut - ‘ ' 892ET73

Figura 99. Flor mutante (mut) de la familia  Figura 100. Fruto mutante (mut) de la
892ET73 respecto a una de fenotipo silvestre ~ familia 892ET73, de forma mas ovalada
(P73). La flor mutante desarrolla sépalos y  9ue lade un fruto normal del cv. P73.
pétalos filiformes.

Familia 294ETMM

Los mutantes de esta familia (campafia
primavera-verano 2009), desarrollaron un habito de
crecimiento pequefio y compacto, de aspecto
acogollado (Fig. 101). El raquis de las hojas tuvo un
desarrollo ondulado y retorcido (Fig. 102) al igual que
sus foliolos, los cuales eran pequefos, arrugados y
ondulados (Fig. 103) En cuanto al desarrollo

reproductivo, las flores mostraron un fenotipo normal,

Figura 101. Fenotipo de una planta

sin embargo algunos de sus frutos presentaron ligeras mutante (mut) detectada en la familia
. . . 294ETMM, en relacion al fenotipo
malformaciones siendo de calibre menor que el de un o mal del cv. Moneymaker.

fruto Moneymaker.

e —.\‘"ﬁ ¢
294ETMM ; o
€ v 294ETMM

Figura 102. Hoja de la planta mutante de la Figura 103. Hoja mutante de la familia 294ETMM,
familia 294ETMM con raquis y foliolos menos desarrollada que la de fenotipo normal (cv.
retorcidos. MM).
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Familia 512ETMM

512ETMM
Los dos presuntos mutantes presentes en esta

familia (campafia primavera-verano 2009) fueron de

tamafio mas pequefio que el cultivar Moneymaker.
Ademas presentd clorosis en todos sus érganos (Fig.
104) a saber, hojas color verde claro y flores amarillo
palido (Fig. 105).

Ademas, las inflorescencias de las plantas fueron

Figura 104. Planta mutante (mut),
de menor porte que una de
fenotipo normal (MM) de la
familia 512ETMM.

de menor tamario que las de fenotipo normal (Fig. 106).

512ETMM

Figura 106. Inflorescencia mutante (mut)
512ETMM, mas pequefia que una normal

512ETMM

Figura 105. Flor mutante (mut), de fenotipo
clorétic, respecto a una normal (MM), de la familia
512 ETMM. MM).

Familia 513ETMM

Las plantas mutantes de esta familia, también sembradas durante la campafia
primavera-verano 2009, fueron plantas albinas (no producen clorofila) en su totalidad.
Las hojas eran de menor tamafio (longitud y calibre de los foliolos) y el tallo de menor
grosor respecto a una planta de fenotipo normal. Ademas, las plantas fueron enanas y de

porte débil. Los presuntos individuos mutantes no llegaron a desarrollar flores ni frutos.

Un nudmero significativo de mutantes muestran alteraciones que afectan a
caracteres vegetativos y reproductivos. En estos casos, los genes candidatos afectados
por la mutacién podrian ser los implicados en los patrones de desarrollo regulados por

factores hormonales. Auxinas, giberelinas, citoquininas, brasinosteroides y otras
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hormonas han demostrado tener un papel clave en el desarrollo vegetal, pudiendo actuar
a distintos niveles de este. Es por ello que resulta complicado proponer una hipotesis
mas 0 menos pausible acerca de los genes responsables de los fenotipos descritos. No
obstante, la variabilidad observada prueba la eficiencia del programa de mutagénesis
llevado a cabo, pudiendo incluso en algunos casos haber proporcionado genotipos de

aplicacion directa en programas de mejora genética de tomate.

3. Analisis genético de los caracteres fenotipicos observados en las familias
TG2

El andlisis genético de los fenotipos identificados como posibles mutantes
alterados en los caracteres objeto de estudio se ha realizado mediante ajuste de las
proporciones fenotipicas observadas a las esperadas, asumiendo como hipotesis, la
naturaleza monogénica de la mutacion. Por consiguiente, la proporcion fenotipica
esperada en las familias TG2 seleccionadas para cada una de las alternativas del caracter
considerado seria ¥ fenotipo normal : ¥ fenotipo mutante para una mutacion recesiva
(Fig.107), o bien ¥ fenotipo normal : % fenotipo mutante, para una mutacion de efecto
dominante (Fig. 108). En el caso de la aparicion de un fenotipo intermedio, o un modo
de herencia codominante, la segregacion esperada en las familias TG2 seleccionadas

seria ¥4 fenotipo normal : ¥ fenotipo intermedio : ¥ fenotipo mutante (Fig. 109).

Asi pues, las proporciones observadas en las familias TG2 seleccionadas se
compararon, mediante el test Chi-cuadrado (%), con las esperadas segun la hip6tesis
descrita en cada caso. El nivel de significacion del test Chi-cuadrado se establecio en el
5%, y el numero de grados de libertad fue de 1 (n° de clases fenotipicas — 1). Con estas
premisas, el valor teérico (y’wo = 3,84) fue comparado con el valor experimental
obtenido (Xzexp) en cada caso. Para la hipdtesis de herencia monogénica codominante o
herencia intermedia, el valor teorico, con un nivel de significacion del 5%, y nimero de
grados de libertad 2 es 5,99 que fue el comparado con el valor experimental del test
Chi-cuadrado. Siempre que éste Gltimo fuera menor al valor y* tedrico esperado, se
aceptd la hipétesis acerca del patron de herencia del fenotipo alterado propuesto en cada

Caso.
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Figura 107. Segregacion fenotipica esperada de un fenotipo alterado
(mutante) que se hereda de forma monogénica y dominante (amarillos)
La progenie TG1 mostrara fenotipo mutante y tras su autofecundacion,
su descendencia (TG2) mostrara una proporcién de % plantas con el
fenotipo amarillo y ¥ plantas con el fenotipo rojo.
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Figura 108. Segregacion fenotipica esperada de un caracter mutante
que se hereda de forma monogénica y recesiva. El alelo mutante (alelo
a) que produce fenotipo amarillo en vez de rojo (alelo A). La progenie
TG1 mostrard fenotipo normal (rojo) y tras su autofecundacion, su
descendencia (TG2) mostrard una proporcion de ¥ de plantas con el
caracter rojo y ¥ de plantas con el cardcter amarillo.
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Figura 109. Segregacidn fenotipica esperada de un caracter mutante
que se hereda de forma monogénica codominante o intermedia. El
alelo mutante (alelo a) produce fenotipo blanco en vez de rojo. Tras
la autofecundacion de la progenie TG1, su descendencia (TG2)
mostrara una proporcion de ¥ plantas con el caracter rojo, % plantas
de fenotipo intermedio naranja y ¥ plantas con el caracter blanco.

El test Chi-cuadrado solamente se ha realizado en aquellas familias cuyo tamafio
fuese superior o igual a 5 plantas, si bien este tipo de analisis estadistico debera ser
corroborado utilizando tamafios de progenie mayores, asi como con anlisis de
descendencia en familias TG3 (ver apartado 6). A continuacion, se exponen los
resultados obtenidos en el andlisis genético de las familias TG2 antes descritas y
separadas segun el ciclo de cultivo o campafa en la que se identificaron. En la tabla 2,
se recogen las segregaciones de las familias TG2 de la campafa otofio-invierno 2008-

2009 junto con sus resultados para el test Chi-cuadrado.

Cabe sefalar que la gran mayoria de los fenotipos mutantes observados
mostraron un patrén de herencia monogénica y recesiva, tal y como cabria esperar de
los efectos producidos por el etil-metasulfonato en distintas especies de plantas. Se ha
detectado una familia, de codigo 281ET73, en la que el fenotipo mutante sugiere un
patrén de herencia mas complejo. Cabe la posibilidad en este caso, de que el fenotipo
mutante observado se deba a la interaccion de varios genes, hipdtesis que requeriria un

andlisis genético mas detallado.
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Tabla 2. Segregacion fenotipica observada y esperada en las distintas familias TG2
seleccionadas en la campafia otofio-invierno 2008-20009.

Familia

N° de

Segregacion

Segregacion

e olantas observada esperada Yexp | PP
Normal | Mutante | Normal Mutante

12ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44 | 0,505
62ET73 9 7 2 6,75 2,25 0,049 | 0,847
108ET73 11 9 2 8,25 2,75 0,279 | 0,602
150ET73 12 7 5 9,00 3,00 1,78% | 0,182
149ET73 8 7 1 6,00 2,00 0,679 | 0,414
L56ETT3 Mut-1 11 10 1 8,25 2,75 1,48% | 0,223
Mut-2 11 9 2 8,25 2,75 0,279 | 0,602
T3 Mut-1 7 2 6,75 2,25 0,049 | 0,847
Mut-2 7 2 6,75 2,25 0,049 | 0,847
236ET73 0 5 1,25 3,75 1,679 | 0,197
247ET73 4 4* 2,25 450+ [ 2,25 | 2,119 | 0,348
248ET72 12 9 3 9,00 3,00 0,009 | 1,00
264ET73 4 1 3,75 1,25 0,07% | 0,796
277ET73 6 2 6,00 2,00 0,009 | 1,000
281ET73 12 8 2% 3,00 6,00* [ 3,00 | 11,33®) | 0,004
420ET73 8 7 1 6,00 2,00 0,679 | 0,414
460ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44 | 0,505
502ET73 11 10 1 8,25 2,75 1,48% | 0,223
526ET73 12 6 6 9,00 3,00 4,000 | 0,046
651ET73 2 3,75 1,25 0,60 | 0,439
686ET73 3 6,00 2,00 0,67 | 0,414
797ET73 1 6,75 2,25 0,93 | 0,336
809ET73 11 10 1 8,25 2,75 1,489 | 0,223
818ET73 12 9 3 9,00 3,00 0,009 | 1,000
823ET73 13 10 3 9,75 3,25 0,03 | 0,873
839ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78% | 0,182
861ET73 10 9 1 7,50 2,50 1,209 | 0,273

*Fenotipo intermedio
(1) El valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipdtesis de un modelo de herencia
monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) El valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipdtesis de un modelo de herencia
monogénico de fenotipo mutante dominante (1:3).
(3) El valor teérico del test Chi-cuadrado es de 5,99 calculado bajo la hipétesis de un modelo de herencia

intermedia (1:2:1)

(4) Si P>0,05 se acepta la hip6tesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis
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En la campafia de primavera-verano 2009, la segregacion fenotipica en las

familias seleccionadas junto con los resultados para el test Chi-cuadrado queda recogida

en la tabla 3.

Tabla 3. Segregacion fenotipica observada en las distintas familias TG2 seleccionadas en la
campafia primavera-verano 2009.

Segregacion

Segregacion

(0]
FAMILIA TG2 pll\lanctigs observada esperada Xzexp p®
Normal | Mutante | Normal | Mutante
183ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78W 0,182
206ET73 12 9 3 9,00 3,00 0,00%) 1,000
256ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78W 0,182
259ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78W 0,182
26OETTA mut-1 12 11 1 9,00 3,00 1,78W 0,182
mut-2 12 11 1 9,00 3,00 1,78W 0,182
266ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44Y 0,505
272ET73 7 6 1 5,25 1,75 0,43% 0,513
327ET73 12 5 7 3,00 9,00 1,78%@ 0,182
386ET73 8 7 1 6,00 2,00 0,67% 0,414
399ET73 12 7 5 9,00 3,00 1,78 0,182
403ET73 12 9 3 9,00 3,00 0,00® 1,000
434ET73 9 8 1 6,75 2,25 0,93% 0,336
522ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44" 0,505
536ET73 8 5 3 6,00 2,00 0,67" 0,414
557ET73 12 3 9 3,00 9,00 0,00@ 1,000
561ET73 12 3 9,00 3,00 0,00® 1,000
mut-1 12 11 1 9,00 3,00 1,78 0,182
623ET73
mut-2 12 10 2 9,00 3,00 0,44" 0,505
700ET73 13 10 3 9,75 3,25 0,03® 0,873
725ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44" 0,505
892ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78 0,182
901ET73 12 6 6 9,00 3,00 4,00® 0,046
904ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78 0,182
918ET73 7 3 4 1,75 5,25 1,199 0,275
927ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78 0,182
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Tabla 3 (continuacion)

Segregacion Segregacion
Familia N° de observada esperada 2 ®)
TG2 plantas X exp £
Normal | Mutante | Normal | Mutante
929ET73 12 11 1 9,00 3,00 1,78% | 0,182
945ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44 | 0,505
951ET73 12 10 2 9,00 3,00 0,44 | 0,505
125ETMM 12 11 1 9,00 3,00 1,78% | 0,182
294ETMM 12 8 4 9,00 3,00 0,44 | 0,505
348ETMM 12 10 2 9,00 3,00 0,44 | 0,505
504ETMM 12 11 1 9,00 3,00 1,78% | 0,182
509ETMM 12 9 3 9,00 3,00 0,00 | 1,000
512ETMM 9 7 2 6,75 2,25 0,04% | 0,847
513ETMM 11 9 2 8,25 2,75 0,27% | 0,602

(1) El valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un modelo de
herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).

(2) El valor teorico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un modelo de
herencia monogénico de fenotipo mutante dominante (1:3).

(3) P>0,05 se acepta la hipdtesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis

Al igual que en la campafia 2008-2009, la mayoria de los fenotipos mutantes
identificados en esta campafia muestran un patron de herencia monogénico y recesivo,
si bien se han detectado 3 familias en las que la mutacién tiene efectos dominantes. Por
otra parte, la segregacion fenotipica observada en las familias 526ET73, 901ET73 y
281ET73 no se ajusta a un patron de herencia monogénico, por lo que requeriran de un
analisis genético mas detallado ya que podria tratarse de un fenotipo causado por

mutaciones en diferentes loci de una mutacién en la que intervenga mas de un gen.

4. Analisis de progenies TG3 en los mutantes seleccionados

Para corroborar la naturaleza genética de las alteraciones fenotipicas observadas
en las familias TG2, durante la campafia otofio-invierno 2008-2009 se llevé a cabo un
test de progenie en familias TG3 en el que se incluyeron aquellos fenotipos mutantes
que se consideraron de mayor interés cientifico y agronémico. En concreto, se eligieron

las familias TG2 indicadas a continuacion (tabla 4):
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Tabla 4. Familias TG2 seleccionadas para el analisis de progenies TG3

Familias TG2 campafia otofio-invierno 2008-2009

62ET73 158ET73 248ET73 460ET73 686ET73
108ET73 236ET73 264ET73 502ET73 809ET73
149ET73 247ET73 281ET73 651ET73 861ET73

Estas familias TG2 en las que se hallaron posibles mutaciones de interés, junto
con sus respectivas descendencias TG3, se sembraron y germinaron en semillero bajo
condiciones controladas, para después ser trasplantadas al invernadero de la finca UAL-
ANECOORP.

Bajo la hipotesis de un modelo de herencia monogénica recesiva, toda la
progenie de las plantas TG2 de fenotipo mutante deberian mostrar este mismo fenotipo
(Fig. 110). El problema se presenta en los fenotipos partenocarpicos, que no han dejado
descendencia. En tal caso, para comprobar el modo de herencia del caracter alterado se
sembraron los descendientes TG3 de plantas hermanas TG2 de fenotipo normal,
asumiendo una probabilidad de 1/3 de plantas homocigoéticas normales (genotipo AA),
y 2/3 de plantas heterocigdticas portadoras del alelo mutante (genotipo Aa). Por tanto,
toda la progenie TG3 mostraria un fenotipo normal en caso de que la planta TG2
seleccionada fuese homocigotica AA, mientras que la segregacion fenotipica observada
en la progenie TG3 seria % fenotipo normal : ¥ fenotipo mutante (Fig. 111) si la planta

TG2 seleccionada era heterocigdtica para el alelo mutante (Aa).
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TG1

TG2

TG3

Figura 110. Herencia de un fenotipo mutante de herencia
monogénica recesiva (aa). Mientras que la proporcion esperada de
plantas con fenotipo mutante en la progenie TG2 es de Y; al
autofecundarse, toda su descendencia TG3 debera exhibir fenotipo

mutante.
@
TG1 @ 0, Ae
| @
j@ @
@ @
G2 @ @
% AA % Aa
;D@ ;D@
TG3 | @ | e
@ (] O
% AA %AA o 3/4Aa
o (-
()
Y% aa

Figura 111. Herencia de un mutante de herencia monogénica
recesiva (aa) que no deja descendencia. En caso de que el
fenotipo mutante no pudiera dar descendencia (p.e: frutos
partenocérpicos), hemos obtenido descendientes de plantas
hermanas TG2 de fenotipo normal, los cuales al autofecundarse
darian lugar a una proporcion fenotipica totalmente (100%) si
fueran homocigdticos, o bien a una progenie TG3 segregante ¥4

normal : ¥s mutante si fueran heterocigéticos.
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Seguidamente se describen los resultados obtenidos tras el analisis de progenies

TG3 seleccionadas.

Familia 62ET73

El fenotipo mutante que exhibid esta familia se caracteriz6 por desarrollar su
base engrosada los tricomas del haz de la hoja. En cuanto a la flor, a lo largo del cono
estaminal aparecieron engrosamientos blanquecinos. Por Gltimo, la epidermis de los
frutos estaba escriturada, éstos presentaron muy pocas semillas las cuales resultaron ser

inviables.

La segregacion observada en las descendencias TG3 de los individuos plantados

de esta familia (tabla 5) fue la siguiente:

Tabla 5. Segregacion observada en la familia TG2 62ET73 y su respectiva descendencia

N . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TGB X @ p@
62ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 7:2 0,04 0,8474
62ET73 (prim-ver 2009) Segregante 10:2 0,44 0,5050
62ET73-4 Normal 23:0
62ET73-5 Normal 11:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis

Tal y como se observa en la tabla 5, el test Chi-cuadrado sugiere que el fenotipo
mutante se hereda como un caracter monogenico recesivo tanto en la progenie TG2
sembrada en la campafia otofio-invierno 2008-2009 (y’exp = 0,04 < y’teo = 3,84) como
durante la campafia primavera-verano 2009 (y’exp = 0,44 < y*teo = 3,84). Ninguno de
los individuos de fenotipo mutante produjo semillas viables y, por lo tanto no se obtuvo

descendencia TG3.
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Las plantas TG2 62ET73-4 y 62ET73-5 mostraron un fenotipo normal, el mismo

que el de toda su descendencia TG3 (Fig. 112), por lo tanto debia tratarse de plantas

TG2 homocigoticas para el alelo silvestre.

Figura 112. Comparacion de hojas y frutos p73
(P73) y de la descendencia TG3 de los individuos
con fenotipo normal 62ET73-4 y 62ET73-5. Puede
observarse como los descendientes TG3 no muestran
las alteraciones de los tricomas en las hojas, ni el
escriturado y produccidn de semillas inviables de los

frutos.

Sin embargo, la estabilidad de la mutacion queda demostrada al repetirse el

mismo fenotipo mutante durante los dos ciclos de cultivo seguidos (otofio-invierno

2008-2009 y primavera-verano 2009) en los individuos TG2 caracterizados (Fig. 113 y

114).

Figura 113. Detalle de las hojas de
una planta normal del cv. P73 y una
planta TG2 de fenotipo mutante.
Puede observarse la presencia de
tricomas con la base engrosada
distribuidos por todo el haz de la
hoja mutante

Figura 114. Detalle de un fruto normal del cv.
P73 y uno producido por una planta TG2 con
fenotipo mutante, en el que se observa que este
no llega a completar su maduracioén y muestra
textura escriturada sobre su epidermis.
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Familia 108ET73

Las flores de las plantas TG2 de fenotipo mutante observadas en la campafia

otofio-invierno 2008-2009 desarrollaron un mayor nimero de carpelos, mal fusionados,

a partir de los cuales se formaron frutos pequefios y partenocarpicos. Sin embargo, las

plantas TG2 hermanas que fueron caracterizadas durante la campafa de primavera-

verano 2009 no mostraron este fenotipo, como tampoco lo hicieron los descendientes
TG3 de las plantas 108ET73-9 y 108ET73-10 (Figura 115).

La segregacion de los individuos plantados de esta familia es la siguiente:

Tabla 6. Segregacion observada en la familia TG2 108ET73 y su respectiva descendencia

Figura 115. Detalle del
corte transversal de un
fruto p73 (p73)
comparado con uno TG2
y dos TG3. Como se
observa ni los individuos
TG2 ni sus
descendientes dieron
lugar a frutos
partenocarpicos.

- . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo ng ?TG3 R p®
108ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 9:2 0,27 0,6015
108ET73 (prim-ver 2009) Normal 11:0

108ET73-9 Normal 11:0
108ET73-10 Normal 11:0

(1) En todos los casos el valor teérico del test Chi-cuadrado es 3,84 (1 grado de libertad, y nivel de
significacién 0,05) calculado bajo la hip6tesis de un modelo de herencia monogénico y recesivo

(3:1).

(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hip6tes

En su conjunto, estos resultados sugieren que el fenotipo andmalo puede deberse

a problemas de esterilidad del polen causado por bajas temperaturas.
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Familia 149ET73

El fenotipo mutante observado en esta familia TG2 present6 el tallo fino, los

foliolos pequefios y un desarrollo vegetativo y reproductivo ralentizado.

La segregacion fenotipica observada en las progenies TG2 y TG3 se muestra en

la siguiente tabla (tabla 7). En ella se indica que:

Tabla 7. Segregacion observada en la familia TG2 149ET73 y su respectiva descendencia

N . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 X @ p@
149ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 7:1 0,67 0,4142
149ET73-4 Mutante 30:0
149ET73-6 Normal 3:0
149ET73-7 Normal 5:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hip6tesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesi

Los descendientes TG3 de la planta 149ET73-4, que mostro fenotipo alterado,
no exhiben retraso en la maduracion por tanto, esta presunta mutacion observada en la
campafa anterior no parece responder a un patrén de herencia claro, pudiendo deberse a

causas ambientales.

Familia 158ET73

Esta familia exhibié dos fenotipos anomalos, uno caracterizado por el menor
porte y senescencia temprana de las plantas (fenotipo mut-1) y otro por el desarrollo de
plantas de altura media, tallo fino y entrenudos largos, y en las que los sépalos de las
flores no se abrieron y sus ovarios estaban necrosados por lo que nunca desarrollaron

frutos (fenotipo mut-2).

En la generacion TG3 tan solo de hallaron plantas con fenotipo mutante mut-1.

La segregacion fenotipica de los individuos plantados de esta familia fue la siguiente:
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Tabla 8. Segregacion observada en la familia TG2 158ET73y su respectiva descendencia

- . Segregacion 2(1) @)
Familia o planta TG2 Fenotipo TG2/TG3 X P
158ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 8:1:2 1,48 mut-1 | 0,2230
158ET73-8 Normal 13:3:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesi

Ya que los presuntos mutantes TG2 no desarrollaron frutos, se estudid la

presencia o no de la mutacion en los descendientes TG3 de las plantas hermanas con

fenotipo normal. Asi, en la progenie TG3 obtenida de la autofecundacién de la planta

158ET73-8 queda demostrada la presencia de la mutacion para tres de sus descendientes

(Fig. 116) que, junto con la prueba Chi-cuadrado, confirma la hipétesis de un patron de

herencia monogénica recesiva (xzexp =0,93< theo = 3,84).

Familia 236ET73

El fenotipo mutante de esta familia exhibid frutos los cuales experimentaron un

desarrollo anémalo provocado por la formacion de “nuevos carpelos” que surgen del

interior del fruto principal. Esta alteracion impidié un adecuado cierre pistilar.

La segregacion fenotipica de los individuos TG2 y TG3 de esta familia queda

reflejada a continuacion:

Tabla 9. Segregacion observada en la familia TG2 236ET73 y su respectiva descendencia

N . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo T%BZ?TG3 X @ p®
236ET73 (oto-inv 2008-09) Mutante 0:5 1.67 0,1967
236ET73 (prim-ver 2009) Segregante 3:1 5,33 0,0209
236ET73-3 Mutante 0:2
236ET73-8 Mutante 3:3

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante dominante (1:3).
(2) P>0,05 se acepta la hipotesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipdtesis
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Tal y como se observa en la tabla 9, las plantas TG2 sembradas durante la
campafa otofio-invierno 2008-2009 como sus descendientes TG3 muestran el mismo

fenotipo mutante (Fig. 117).

Figura 117. Detalle de un fruto normal cv. P73 comparado con frutos TG2 y TG3 de
fenotipo mutante. Puede comprobarse que ambas generaciones exhiben la misma mutacion
consistente en la formacion de “nuevos” carpelos en el interior del fruto provocando un mal
cierre pistilar.

Dado que durante la campafia primavera-verano 2009, al menos una de las
plantas TG2 sembradas de nuevo exhibié fenotipo alterado, queda demostrada la
estabilidad de la mutacion. Sin embargo, se observa que patron de herencia monogénico
dominante no es seguido por la TG2 durante esta camparia ya que la segregacion no se
ajusta a un patron de herencia monogénico recesivo (Xzexp = 447 > theo = 3,84). Por
tanto, seria necesario volver a sembrar un mayor nimero de individuos TG2 para poder

llegar a definir el modo de herencia del caracter mutante.

Familia 247ET73

Las plantas de fenotipo alterado presentes en esta familia eran de estatura enana,
mostrando escasa distancia los entrenudos lo cual conferia a la planta un aspecto
compacto. Debe sefialarse que, durante la campafia otofio-invierno 2008-2009, esta
familia exhibid plantas de mediana estatura pudiendo ser este caracter fruto de un patrén

de herencia intermedia.

Dado que los individuos alterados no desarrollaron ni frutos y, por tanto resulto
imposible obtener descendencia de ellas, también fue sembrada la progenie de las
plantas TG2 247ET73-1, 247TET73-3 y 247ET73-5 de fenotipo normal hermanas de los
individuos alterados ya que si alguna de ellas resultara ser heterocigotica para el

caracter alterado desarrollaria descendientes con fenotipo mutante.
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La segregacion fenotipica observada en las progenies TG2 y TG3 se muestra en
la tabla 10 .

Tabla 10. Segregacion observada en la familia TG2 247ET73 y su respectiva descendencia.

- . Segregacion 2 3
Familia o planta TG2 Fenotipo T%Z?TG3 X pe
247ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 9:4:1 2,110 0,3480
247ET73 (prim-ver 2009) | Segregante 5:7 1,789 0,1824
247ET73-1 Normal 17:2
247ET73-3 Normal 12:7
247ET73-5 Normal 16 :3

(1) Valor tedrico del test Chi-cuadrado de 5,99 calculado bajo la hipétesis de un modelo de herencia
intermedia (1:2:1)

(2) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénico dominante (1:3).

(3) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesis

Asi pues tal y como observamos en la tabla 10, queda demostrada la presencia
de la mutacion en los descendientes TG3 procedentes de las plantas de fenotipo normal,
lo cual demuestra que todas ellas fueron heterocigoéticas para ese caracter. Sin embargo,
no se observo fenotipo intermedio durante la campafia primavera-verano 2009, de modo
que se repitié el test Chi-cuadrado bajo una nueva hipotesis de patrén de herencia
monogeénica recesiva donde los resultados no terminan de ser concluyentes ya que,
aungue la progenie TG3 se ajusta al patron de herencia propuesto, los nuevos individuos
TG2 sembrados en la actual campafia no confirmaron esta hipotesis. Si bien, seria
necesario volver a realizar una siembra de esta familia para aclarar su patron de

herencia.

Por tanto, podemos concluir que, al repetirse la mutacién en ambas campafias,
queda demostrada su estabilidad y que el fenotipo intermedio, hallado durante la
campafa anterior, pudo ser consecuencia de un mal riego o inadecuada nutricion y no

de origen genético.

Familia 248ET73

El fenotipo mutante de esta familia exhibié flores cuyos estambres, semi-
transformados en carpelos, no llegaron a fusionarse en el cono estaminal. Ademas, estos
individuos produjeron frutos partenocarpicos donde, durante el desarrollo de los

carpelos, éstos dejaron atrapados a los pétalos ya senescentes.
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A causa de desarrollar frutos sin semillas, este mutante no tuvo descendencia,
por ello, durante la campafia otofio-invierno 2008-2009 se realizaron cruces polinizando
a los individuos presuntamente mutantes con el polen de plantas de fenotipo silvestre
del cultivar P73. Sin embargo, se obtuvo muy poca descendencia de estos cruces (de 1 a
3 individuos TG3 por cruce) sin exhibir ninguno de ellos el fenotipo mutante.

Debido a ello, y para demostrar la existencia de una causa genética para esta
mutacion, se estudio la progenie TG3 de las plantas TG2 hermanas con fenotipo normal
248ET73-2 y 248ET73-9 para ver si alguna de ellas era heterocigotica para ese caracter

y mostrar asi algunos de sus descendientes con el mismo fenotipo alterado.

La segregacién fenotipica de la progenie de esta familia queda reflejada en la

siguiente tabla:

Tabla 11. Segregacion observada en la familia TG2 248ET73 y su respectiva descendencia

N . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TGB X @ p@
248ET73 (oto-inv 2008-09) |  Segregante 9:3 0,00 1
248ET73 (prim-ver 2009) Segregante 10:6 1,33 0,2482
248ET73-2 Normal 10: 10
248ET73-9 Normal 16:3

(2) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(3) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis

Si bien se observa que el mismo fenotipo alterado esta presente en los individuos
TG2 en ambas camparfias, lo cual demuestra la estabilidad de la mutacion. Cabe
mencionar que las tres plantas TG2 de fenotipo normal resultaron ser heterocigoticas
para el caracter alterado (Fig. 118 y 119) y que éste, en un principio, podria ajustarse a

un patron de herencia monogénico recesivo de la progenie TG2.

Figura 118. Detalle del cono estaminal de una Figura 119. Detalle de un fruto de fenotipo normal
flor de fenotipo normal cultivar P73 comparado cultivar P73 comparado con uno TG2 y TG3 de
con los TG2 y TG3 de fenotipo mutante. Los fenotipo mutante. Los pétalos senescentes quedan
estambres, semi-transformados en carpelos, no atrapados en los frutos partenocarpicos mostrando éstos
forman el cono estaminal. malformaciones.
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Familia 264ET73

Los presuntos mutantes de esta familia se caracterizaron por ser plantas de porte
vigoroso cuyas hojas exhibieron foliolos de gran calibre en comparacion con el cultivar

P73. Si bien, los frutos obtenidos mostraban forma ovalada.

La segregacion fenotipica tanto de la progenie TG2 como TG3 se detalla a

continuacion:

Tabla 12. Segregacion observada en la familia TG2 264ET73 y su respectiva descendencia

o : Segregacion 21 9
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 Y @ p@
264ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 4:1 0,07 0,7963
264ET73-2 Mutante 1:8
264ET73-3 Normal 9:0
264ET73-5 Normal 11:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hip6tesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesis

A la vista de los resultados que muestra la tabla 12, queda demostrada la
naturaleza genética de la mutacion ya que la progenie del mutante TG2 264ET73-2,
exhibieron el mismo fenotipo alterado del parental (Fig. 120) a excepcion de uno por
tanto, a priori no puede aceptarse una hipotesis de
herencia monogénica recesiva al no mostrar la
totalidad de sus individuos fenotipo mutante. Para
corroborar la naturaleza monogénica recesiva de

este caracter seria necesario sembrar una poblacion

mayor de progenie del mutante TG2 para descartar Figura 120, Hojas y fruto de fenotipo

normal cv. P73 con TG3 de fenotipo
mutante el cual muestra mayor tamafio
de hojas y forma ovalada del fruto.

posibles errores cometidos en la siembra de esta

familia durante la campafia primavera-verano 20009.

Familia 281ET73

Los frutos desarrollados por las presuntas plantas mutantes de esta familia
carecian de semillas (partenocarpia), sin embargo, esta familia exhibié un fenotipo
intermedio en el cual algunos de sus frutos no llegaron al ser del todo partenocarpicos

ya que desarrollaron muy pocas semillas.
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Ya que los presuntos mutantes no produjeron descendencia, estudiamos el
fenotipo de la progenie de las plantas TG2 hermanas 281ET73-2, 281ET73-5 y
281ET73-10 de fenotipo normal P73 para demostrar la naturaleza genética de la
mutacion en el caso de que alguna de ellas fuera heterocigética para ese caracter.

La tabla 13 resume la segregacion fenotipica de esta familia:

Tabla 13. Segregacion observada en la familia TG2 281ET73 y su respectiva descendencia

- . Segregacion 201 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 X @ p®@
281ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 8:2:2 11,33 0,0035

281ET73 (prim-ver 2009) Normal 1:0:0
281ET73-2 Normal 12:0:0
281ET73-5 Normal 12:0:0
281ET73-10 Normal 12:0:0

(1) Valor tedrico del test Chi-cuadrado de 5,99 calculado bajo la hipétesis de un modelo de herencia
intermedia (1:2:1)
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesis
Ninguno de los descendientes TG3 de las plantas TG2 hermanas exhibio
partenocarpia por tanto, estos resultados sugieren que el fenotipo andémalo puede
deberse a problemas de esterilidad del polen causado por las bajas temperaturas que
tuvieron lugar durante la campafia otofio-invierno 2008-2009 o que tal vez las plantas
TG2 de fenotipo normal hermanas escogidas fueran todas ellas homocigoticas para ese

caracter.

Familia 460ET73

Esta familia dio lugar a individuos mutantes cuyo fenotipo alterado consistio en

estatura enana y aparicion de senescencia temprana.

Los individuos TG2 seleccionados 460ET73-3 y 460ET73-7 mostraron fenotipo

normal mientras que el individuo 460ET73-6 exhibid el presunto fenotipo mutante.

La segregacion fenotipica de la progenie TG2 y TG3, plantada de esta familia es

la siguiente:
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Tabla 14. Segregacion observada en la familia TG2 460ET73 y su respectiva descendencia

- . Segregacion 201 2
Familia o planta TG2 Fenotipo T%ZQIJTG3 X @ p@
460ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 10:2 0,44 0,5050
460ET73 (prim-ver 2009) | Segregante 8:2 0,13 0,7150
460ET73-3 Normal 8:4
460ET73-6 Mutante 1:0
460ET73-7 Normal 12:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesis

Tal y como se observa en la tabla 14, el Gnico
individuo TG3, progenie de la presunta planta de
fenotipo mutante 460ET73-6 no llega a mostrar el
mismo fenotipo que su parental. Si bien algunos de los
descendientes de las otras plantas hermanas TG2 de
fenotipo normal exhiben el fenotipo mutante objeto de
estudio en esta familia (Fig. 121) lo cual demuestra
que esta mutacion no se debe a causas ambientales.
Sin embargo, no podemos definir ningin patron de

herencia ya que disponemos de muy poco numero de

Figura 121. Detalle de una de las
plantas TG3 de fenotipo mutante. Es
pequefia y con senescencia temprana

progenie para sacar conclusiones acertadas.

Familia 502ET73

Los frutos producidos por las plantas TG2 de presunto fenotipo mutante carecian

de semillas si bien también se caracterizaron por ausencia de mucilago en su interior.

Tal y como ha sucedido en otras familias, a consecuencia del fenotipo mutante
no se obtiene descendencia de estas plantas, por tanto se estudio la progenie de la planta
hermana TG2 502ET73-3 de fenotipo normal por si ésta resultara ser heterocigdtica

para el caracter anomalo.

La segregacion fenotipica de esta familia se resume a continuacion:
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Tabla 15 Segregacion observada en la familia TG2 502ET73 y su respectiva descendencia

- : Segregacion 201 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TGITG3 A p@
502ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 10:1 1,48 0,2230
502ET73 (prim-ver 2009) Normal 9:0

502ET73-3 Normal 12:1

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hip6tesis de un
modelo de herencia monogénica de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipotesis

Tal y como se observa en la tabla 15, tan solo un descendiente desarrolla el
mismo fenotipo descrito en la campafia anterior (partenocarpia) (Fig. 122) por tanto,
podemos afirmar la causa genética de la mutacién
en esta familia, a diferencia de las otras
anteriormente descritas, la cual sigue aparentemente
un patron de herencia monogénico recesivo (xzexp =

1,48 < y%e = 3,84). De todas formas, ya que no se

ha detectado la mutacion en la progenie TG2

Figura 122. Corte transversal de un
fruto de fenotipo normal cv.P73 y uno

sembrada de nuevo, seria conveniente repetir el
TG3 de

partenocérpico,

fenotipo mutante

ensayo para poder demostrar de una forma mas

firme la estabilidad de la mutacion.

Familia 651ET73

Los presuntos mutantes de esta familia se caracterizaron por presentar un apice
clorético durante todo su desarrollo, flores cuyos pétalos mostraron una coloracion
blanquecina-anaranjada donde los estambres fueron de color naranja intenso. Posible

consecuencia de ello fueron los frutos desarrollados de color naranja.
La segregacion fenotipica para estas plantas queda reflejada en la tabla 16:

Tabla 16. Segregacion observada en la familia TG2 651ET73 y su respectiva descendencia

N . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 X @ p@
651ET73 (oto-inv 2008-09) Segregante 3:2 0,60 0,4386

651ET73 (prim-ver 2009) Normal 1:0
651ET73-1 Normal 14: 0
651ET73-2 Normal 19:0
651ET73-4 Mutante 0:30

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un

modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).

(2) P>0,05 se acepta la hipotesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis
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Si bien, ninguna de las plantas TG3 descendientes de las dos plantas hermanas
651ET73-1 y 651ET73-2 TG2 de fenotipo normal exhibié el fenotipo alterado,
pudiendo no haber sido ninguna de ellas heterocigéticas para los caracteres alterados, la
totalidad de la progenie del mutante TG2 651ET73-4 muestra el mismo fenotipo
andmalo del parental (Fig. 123 y 124). Debido a ello, afirmar la naturaleza genética de
la mutacion la cual sigue un patron de herencia monogénico dominante recesivo

demostrado en el test Chi-cuadrado.

651ET73 [ESE
651ET73

Al

Figura 123. Detalle del 4pice de una planta de fenotipo  Figura 124. Detalle de una flor de

normal cv. P73 y una TG3 de fenotipo mutante donde  fenotipo normal cv. P73 y una TG3 de

se observa la clorosis que al igual que ahora, exhibi6 el  fenotipo mutante. Vuelve a observarse la

mutante en la campafia anterior. coloracién blanquecina-anaranjada de los
petalos y el color naranja mandarinade
los estambres

Familia 686ET73

El fenotipo mutante de esta familia TG2 se caracterizd por el desarrollo
determinado de la planta y el desarrollo de flores con sépalos con rasgos foliares,
pétalos de color amarillo-verdoso y estambres semi-fusionados y transformados en

carpelos. Los frutos no se desarrollaron adecuadamente y carecian de semillas.

La segregacion fenotipica de la progenie TG2 y TG3 de esta familia se expone

en la siguiente tabla:

Tabla 17. Segregacion observada en la familia TG2 686ET73 y su respectiva descendencia

- . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 X @ p®
686ET73 (oto-inv 2008-09) | Segregante 5:3 0,67 0,4142
686ET73 (prim-ver 2009) Segregante 2:2 1,33 0,2482
686ET73-2 Normal 14: 4
686ET73-8 Normal 15:2

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipétesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipotesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipdtesis
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Tal y como ya sucedi6 en otras

P73 TG2

familias, debido a las caracteristicas del

mutante (estambres malformados) éste no dio /?’L\‘
lugar a una progenie. Como resultado, se ?N :
procedio a la siembra de la progenie obtenida ‘ﬁ

de las plantas TG2 de fenotipo normal que [ 686ET/3

Figura 125. Detalle de una flor p73 con unas

o TG2 y TG3 de fenotipo mutante las cuales

mutante  muy similar al de la campafia muestran sépalos y pétalos semi-foliares y

anterior (Fig. 125). estambres semifusionados transformados en
carpelos.

produjeron algunos individuos con fenotipo

A la vista de los resultados podemos concluir que existe una estabilidad de la
mutacion al repetirse el mismo fenotipo anémalo tanto en la campafia otofio-invierno
2008-2009 como en la campafia primavera-verano 2009 el cual, a priori y tomando en
consideracion los resultado del test Chi-cuadrado, parece seguir un patrén de herencia

MONOQYEéNico recesivo.

Cabe destacar que durante el analisis del fenotipo de los individuos TG3 cuyo
parental fue 686ET73-2, nos dimos cuenta de la existencia de una nueva alteracion en
las hojas de los presuntos mutantes. Estas mostraron un nuevo fenotipo caracterizado
por una forma acorazonada y borde no dentado de los foliolos. También se detectd un
posible fenotipo intermedio en el cual las hojas se caracterizan por bordes menos
lobulados que los del fenotipo normal P73 (Fig. 126). Estas alteraciones nos hace
sospechar de un patrén de herencia de herencia intermedia para este caracter, por tanto

le sometimos a una prueba Chi-cuadrado cuyo resultado fue el siguiente:

Figura 126. Comparacion de una hoja de fenotipo normal cv. P73 con una TG3 de fenotipo
mutante (F.extr) y una de fenotipo intermedio (F.int.) donde se aprecia la forma acorazonada
de la hoja de fenotipo mutante mientras que la de fenotipo intermedio se encuentra menos
lobulada.
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Tabla 18. Test Chi-cuadrado de la progenie TG3 de la planta 686ET73-2 TG2

Segregacion (wt :int : mut) 2 @
Planta TG2 N° plantas Observada Esperada A exp
686ET73-2 18 15:1:2 45:9:45 33,00

W El valor tedrico del test Chi-cuadrado es 5,99 calculado bajo la hipétesis de un modelo de herencia
monogénica de fenotipo mutante codominante (1:2:1).

Como resultado vemos que el patrén de herencia de este caracter no se ajusta a
una herencia monogénica codominante (y2exp = 33,00 > ¥2w = 5,99). Si bien esta
anomalia no fue detectada en la campafia otofio-invierno 2008-2009 bien por pasar
desapercibida o bien por deberse a factores ambientales y no de naturaleza genética,
seria necesario el volver a plantar un mayor nimero de progenie TG2 y TG3 para

corroborar la causa de esta alteracion.

Familia 809ET73

Las flores de los presuntos mutantes de esta familia se caracterizaron por un gran
tamafo, presencia en el ovario de un mayor nimero de carpelos mal fusionados, los
cuales comienzan a crecer antes de la senescencia de la flor. En el interior del fruto se
desarrollan indefinidamente ‘“nuevos” carpelos que provocan un inadecuado cierre

pistilar.

Resultado del fenotipo mutante presente en esta familia no fue posible obtener
descendencia, por tanto se estudio la progenie de las plantas hermanas 809ET73-3 y
809ET73-5 TG2 de fenotipo normal

La segregacion fenotipica de esta familia es mostrada en la siguiente tabla:

Tabla 19. Segregacion observada en la familia TG2 809ET73 y su respectiva descendencia

- . Segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ?TG3 X @ p®
809ET73 (oto-inv 2008-09) Segregante 10:1 1,48 0,2230
809ET73 (prim-ver 2009) Normal 18:0

809ET73-3 Normal 14: 0
809ET73-5 Normal 12:0

(1) En todos los casos el valor tedrico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la hipdtesis de un
modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).

(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétesis

Ya que ninguno de los descendientes TG3 exhibié fenotipo mutante podemos

concluir que, o bien las plantas TG2 no eran portadoras del alelo mutado en
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heterocigosis, por tanto ninguna de ellas dio lugar a individuos homocigéticos para la
mutacion o, bien esta alteracion fue probablemente resultado de las bajas temperaturas
que sufrio la planta durante la campafia Otofio-Invierno 2008-2009.

Familia 861ET73

Las flores del presunto mutante tenian sus estambres malformados los cuales no
pudieron formar el cono estaminal. En cuanto a sus frutos, debido al crecimiento
indeterminado de “nuevos” carpelos en el interior del fruto, éste tiene un inadecuado

cierre pistilar y no llega a formar semillas.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, causa de la inexistencia de
progenie del mutante, se examinaron los descendientes de las plantas TG2 hermanas
861ET73-3 y 861ET73-6 de fenotipo normal para comprobar la estabilidad de la

mutacion siempre y cuando estas fueran heterocigaticas para el caracter alterado.

Los resultados de la segregacion fenotipica se muestran a continuacion:

Tabla 20. Segregacion observada en la familia TG2 861ET73 y su respectiva descendencia

N . segregacion 2(1 2
Familia o planta TG2 Fenotipo TgGZ%TG3 X @ p®
861ET73 (oto-inv 2008-09) |  Segregante 9:1 1,20 0,2733
861ET73 8prim-ver 2009) Normal 8:0

861ET73-3 Normal 16: 0
861ET73-6 Normal 16:0

(1) En todos los casos el valor teérico del test Chi-cuadrado es 3,84 calculado bajo la
hipétesis de un modelo de herencia monogénico de fenotipo mutante recesivo (3:1).
(2) P>0,05 se acepta la hipétesis, si por el contrario P<0,05 rechazamos la hipétes

A la vista de los resultados, y ya que ninguno de los individuos TG3 exhibio
fenotipo mutante podemos sugerir que esta alteracion estuviera probablemente
producida por la infertilidad del polen causado por las bajas temperaturas que sufrié la
planta durante la campafa anterior. Si bien no podemos descartar que esta ausencia de
mutacion pueda deberse a que las plantas hermanas escogidas resultaran no ser

heterocigoticas para este caracter.

Para finalizar, y como resumen del analisis genético realizado, la tabla 21 recoge

los resultados obtenidos de las pruebas de descendencia de las familias TG2

122



seleccionadas y las conclusiones acerca del modo de herencia del cardcter objeto de

estudio.

Tabla 21. Resumen del andlisis de la herencia a todas las familias TG2 seleccionadas.

Familia T-DNA

Naturaleza de la

Patrén de herencia

alteracion

62ET73 Mutacion Monogénico recesivo
108ET73 No genética -

149ET73 No genética -

158ET73 Mutacion Monogénico recesivo
236ET73 Mutacion Desconocido
24TET73 Mutacion Monogénico recesivo
248ET73 Mutacion Monogénico recesivo
264ET73 Mutacion Desconocido
281ET73 No genética -

460ET73 Mutacion Desconocido
502ET73 Mutacion Monogénico recesivo
651ET73 Mutacion Monogénico recesivo
686ET73 Mutacion Monogénico recesivo
809ET73 Por determinar -

861ET73 Por determinar -

Cabe sefialar que algunos de los fenotipos alterados, en concreto los descritos en
las familias 108ET73, 149ET73 y 281ET73, no parecen corresponder a verdaderas

mutaciones heredables, antes bien podria tratarse de efectos causados por factores

ambientales adversos.
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D.CONCLUSIONES
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E. CONCLUSIONES

La caracterizacion fenotipica y genética de una coleccidbn de mutantes
insercionales de tomate realizada en este trabajo de investigacion, ha permitido obtener

las siguientes conclusiones:

PRIMERA.- De los 64 posibles mutantes identificados en ambas campafias un 60,9% de
los individuos present0 alteraciones en su desarrollo vegetativo mientras que el 39,1%
exhibié un desarrollo reproductivo alterado. Esta variabilidad demuestra la eficiencia
del programa de mutagénesis llevado a cabo.

SEGUNDA. .- Tras realizar el test Chi-cuadrado a las familias TG2 de fenotipo anémalo,
sembradas en dos camparias sucesivas, el 94,9% de los posibles mutantes siguieron un
patrén de herencia monogeénico. El 5,1% restante de los posibles fenotipos mutantes
podria deberse a alteraciones en varios genes (herencia poligénica), o bien a la

intervencion de factores ambientales.

TERCERA.- entre los mutantes monogénicos, el 89,9% se heredan de forma recesiva,
lo que indicaria que las mutaciones insercionales detectadas promueven anulacién o

pérdida de funcion.

CUARTA.- Algunas de las mutaciones que afectan al desarrollo vegetativo y
reproductivo podrian residir en genes reguladores que participan en la sefializacion
hormonal; es el caso, de mutantes de fenotipo enano, o de aquellos que muestran un

escaso vigor de planta y fruto.

QUINTA.- Se han detectado mutaciones que parecen afectar a la identidad de los
organos florales, los cuales constituyen excelentes candidatos para estudiar la funcién e
genes homedticos de la familia MADS-box, de los cuales se conoce su implicacion en el

establecimiento de los patrones de desarrollo floral.

SEXTA.- Los mutantes partenocarpicos detectados parecen dos fenotipos diferentes,
ausencia de semillas en el interior del mucilago o bien, ausencia total de mucilago. En

este estudio, de todos los posibles candidatos que presentaron partenocarpia, tan sélo
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una familia exhibié la mutacion en uno de sus descendientes TG3, ésta pudo estar
causada por la alteracion del alelo de un gen de caracter recesivo. El resto de fenotipos
partenocarpicos podrian haber sido causados por factores ambientales adversos.

SEPTIMA.- El fenotipo mutante observado en la familia 651ET73 (clorosis en los
apices durante el desarrollo vegetativo, flores de pétalos blanquecinos y cono estaminal
naranja, que cuajan frutos de color naranja) exhibe un fenotipo muy similar al descrito
para el mutante tangerine (t), alterado en la biosintesis de carotenoides. En este y otros
casos similares, se requieren de andlisis de complementacion para determinar si trata de

mutaciones que afectan al mismo o a distintos genes.
OCTAVA .- Se han identificado algunos mutantes que, o bien por su vigor, caracter

partenocarpico del fruto, androesterilidad u otras caracteristicas, podrian ser de utilidad

en futuros programas de mejora genética de tomate.
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