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RESUMEN

Cucurbita pepo constituye actualmente una de las especies mas importantes a nivel econémico
y se encuentra entre las familias de especies cultivadas con mayor importancia a nivel mundial. De esa
importancia econdmica se deriva el interés en desarrollo de programas de mejora en esta especie. El
uso de lineas mutantes desarrolladas sobre material élite de mejora, en lugar del uso de la variabilidad
natural, presenta ciertas ventajas por no tener que eliminar caracteres indeseables que, con
frecuencia, se presentan en la variabilidad natural. En este trabajo se presentan los resultados de
caracterizacién sobre una poblacidn segregante de un mutante enano. Este mutante que destaca por
su arquitectura de planta reducida y robusta y la disminucién del tamafio de sus érganos, fue analizada
fenotipicamente llevando a cabo la medicién de diferentes parametros. Por otro lado, se realizé la
caracterizacién genotipica de la poblacion segregante con un marcador tipo SNP detectado por BSA-
seq. La mutacion es una sustitucion de guanina (G) por adenina (A) en un gen que codifica para la
enzima 7-dehidrocolesterol reductasa dela ruta de biosintesis de los brasinoesteroides. Por lo que,
ademas del estudio fenotipico y el analisis de cosegregacién con el marcador, se realizaron
tratamientos con epi-brassinolide y se analizan y discuten sus efectos sobre la recuperacion del

fenotipo salvaje.




ABSTRACT

Cucurbita pepo is currently one of the most economically important species and is one of the
most important cultivated species in the world. This economic importance is the reason for the interest
in developing breeding programmes for this species. The use of mutant lines developed on elite
breeding material, instead of using natural variability, has certain advantages in that it does not have
to eliminate undesirable traits that are often present in natural variability. This project presents
characterisation results on a segregating population of a dwarf mutant. This mutant, which stands out
for its reduced and robust plant architecture and reduced organ size, was phenotypically analysed by
measuring different parameters. On the other hand, genotypic characterisation of the segregating
population was carried out with a SNP-type marker detected by BSA-seq. The mutation is a substitution
of guanine (G) for adenine (A) in a gene that codes for the 7-dehydrocholesterol reductase enzyme of
the brassinosteroid biosynthesis pathway. Therefore, in addition to the phenotypic study and
cosegregation analysis with the marker, treatments with epi-brassinolide were performed and their

effects on the recovery of the wild-type phenotype are analysed and discussed.
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1. INTRODUCCION

1.1. El calabacin
1.1.1. Principales caracteristicas

El calabacin (Cucurbita pepo) pertenece a la familia de las cucurbitaceas. Se encuentra entre
las familias mas importantes de especies cultivadas en todo el mundo y comprende alrededor de 1.000
especies distribuidas en 96 géneros (Renner y Schafer, 2016). Entre los mas valorados por su
importancia econémica encontramos junto al género Cucurbita (calabacines y calabazas), los géneros
Citrullus (sandia) y Cucumis (pepino y meldn). Cucurbita pepo es una especie nativa mesoamericana,
esto es, su origen se sitla en el suroeste de Los Estados Unidos y del norte de México. Restos
arqueoldgicos que datan entre 7000 y 10000 A.C., situan en México la domesticacién inicial de la
especie (Smith, 1997). Ademas, existen otras formas salvajes que también se distribuyen por Asia y

Europa (Perez, 2016, citado por Ratnam et al., 2017).

La especie C. pepo esta formada por 3 subespecies distintas: C. pepo ssp. fraterna, C. pepo ssp.
ovifera y C. pepo ssp. pepo (Decker, 1988). C. pepo ssp. ovifera 'y C. pepo ssp. pepo son cultivadas y se
han establecido hasta ocho morfotipos diferentes caracterizados y englobados entre estos dos
subgrupos (Paris et al., 2012). C. pepo presenta una alta variedad de morfotipos comestibles (Figura
1), siendo el morfotipo Zucchini, uno de los cultivares mas recientes y el de mayor relevancia a nivel
econémico. El morfotipo Zucchini, cominmente conocido como calabacin, es cultivado
tradicionalmente en la regién mediterranea y se caracteriza por el consumo de sus frutos en estado

inmaduro, que presentan forma alargada y cilindrica, siendo mayoritariamente de color verde oscuro.

Cucurbita pepo ssp. pepo Cucurbita pepo ssp. ovifera

Figura 1. Distintos morfotipos de Cucurbita pepo. De izquierda a derecha: Zucchini, Coccozelle,
Vegetable Marrow y Pumpkin (C. pepo subsp. pepo), Acorn, Scallop, Straightneck y Crookneck (C. pepo
subsp. ovifera) (Fuente: Carvajal Moreno, 2014).

1.1.2. Caracterizacion morfoldgica y desarrollo

El calabacin es una planta rastrera anual de crecimiento indeterminado. Presenta un tallo
principal dominante del que parten ramificaciones distribuidas helicoidalmente que dan lugar a las
flores y hojas. Desarrolla hojas palmeadas de gran tamafio, que pueden llegar a alcanzar los 20-30 cm

de longitud y los 20-35 cm de achura. Son hojas de color verde, lobuladas (5-7 I6bulos), con bordes
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dentados y apicalmente agudas unidas a la planta mediante resistentes peciolos gruesos, largos y

huecos cubiertos de pelos rigidos que le dan un aspecto aspero al tacto (Ratnam et al., 2017).

Se trata de planta monoica, ya que desarrolla flores unisexuales masculinas y femeninas en el
mismo pie de planta. Produce flores grandes, acampanadas y actinomorfas, de color amarillo intenso.
Las flores masculinas se caracterizan por presentar largos pedicelos, mientras que las femeninas se
caracterizan porque poseen pedunculos gruesos (de 3 a 5 cm de largo), y un ovario con forma ovalada.
El desarrollo reproductivo, como en la mayoria de las variedades, se presenta de forma muy temprana
y se muestra en tres etapas a lo largo del desarrollo de la planta. Una primera etapa, en la que
intervienen los primeros nudos (4-8) y las flores son Unicamente masculinas; en una segunda etapa, o
fase alternante, se produce tras la transicidn a floracién femenina, en la que se alterna la produccidn
de flores masculinas y femeninas; y la tercera etapa en la que sélo se desarrollan flores femeninas. El
patrén de expresion sexual es dependiente de las condiciones ambientales, de tal modo que,
condiciones ambientales de primavera-verano (dia largo, alta temperatura y alta radiacién)
promueven una masculinizacidn floral, en detrimento del nimero total de flores femeninas (Manzano
et al., 2010; Garcia et al., 2020a;b; Pefiaranda et al., 2007).

Figura 2. Arquitectura de la planta en el morfotipo Zucchini. (a): Arquitectura general; (b): Flor
femenina (“Zucchini flower” por allispossible.org.uk bajo licencia CC BY 2.0); (c): Flor masculina
(“Cucurbita pepo flower” por cspyrglou bajo licencia CC BY-NC-SA 2.0).

El fruto que desarrolla, el calabacin o zucchini, es una baya carnosa, cilindrica y alargada de
color verde oscuro que alcanza los 20 cm de longitud cuando es recolectado para su consumo en
estado inmaduro, pero pudiendo llegar a los 50 cm de tamafio y 12 cm de didmetro tras su completo
desarrollo en planta. En estado inmaduro, se caracteriza por la ausencia de semillas y unas cualidades
organolépticas preferibles para su consumo, a diferencia del fruto maduro, en el cual ya no se

conservan dichas caracteristicas deseables para el consumidor (Ratnam et al., 2017).

1.1.3. Recursos gendmicos y colecciones de mutantes

C. pepo es una de las especies de mayor valor econémico, no sélo en Almeria, sino también a
nivel mundial, por lo que es relevante para la mejora genética vegetal. Principalmente, los objetivos
de mejora se han focalizado en el desarrollo de resistencias a enfermedades provocadas por hongos o

virus, optimizacion de la precocidad o de la floracidon femenina, etc (Ferriol y Pico, 2008). Sin embargo,
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en comparacion con otras cucurbitaceas existe un retraso evidente en los programas de mejora en C.
pepo que no cubren las demandas de mercado actuales (Vicente, 2015). El desarrollo de colecciones
de mutantes sobre lineas élite ha suplido en gran medida este retraso, al aportar caracteres novedosos

sobre recursos fitogenéticos ya mejorados.

Gracias a las herramientas NGS (Next Generation Sequencing) ya se han obtenido las primeras
colecciones de marcadores SSR y SNPs (Blanca et al., 2011) y se han desarrollado mapas genéticos
basados en marcadores tipo SNPs en la especie (Esteras et al., 2012; Montero-Pau et al., 2017). Ademas
de estas valiosas herramientas, los trabajos de resecuenciacién del genoma sobre accesiones de la
variabilidad natural del banco de germoplasma del USDA, han generado una ingente coleccidn de
variantes tipo SNP, disponibles para su exploracion en Cucurbit Genomics Database (Cucurbit

Genomics Database (CuGenDB), 2022. http://cucurbitgenomics.org/news).

Actualmente, las directrices en los programas de mejora se conducen hacia programas de
mutagénesis, mediante los cuales se permita la generacién de variabilidad genética de manera
artificial, con el fin de introducir mas variantes (Vicente, 2015). El etilmetanosulfonato o
metanosulfolanto de etilo (EMS) es un quimico utilizado como uno de los agentes mutagenizantes mas
empleados, especialmente en técnicas de genética reversa para la generacion de lesiones inducidas y
localizadas en el genoma. Se trata de un agente alquilante que actua sobre las bases nitrogenadas de
guanina (G) principalmente, generando en su mayoria transiciones, esto es sustituciones A>G y C>T.
De esta forma, el EMS genera mutaciones puntuales en los que se intercambia una base nitrogenada
por otra, lo que se conoce también como polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs (Single
Nucleotide Polomorphism) (Rojas et al., 2016). Su efecto mutagénico genera frecuentemente gran
cantidad de mutaciones puntuales recesivas a lo largo del todo el genoma, mostrando una escala de
fenotipos de gran utilidad para estudios de la funcién de genes. También destaca su gran nivel de
saturacion del genoma sin llegar a provocar dafios excesivos en el ADN incompatibles con la viabilidad
del organismo (Silme y Cagirgan, 2007). No obstante, ademas de la generacién de variantes alélicas, la
mutagénesis va mads alld de sus aplicaciones en la mejora vegetal. Si bien, para la seleccion y
aislamiento de mutantes de interés para la mejora genética de la especie se requiere conocer la
funcién que tiene, la identificacion de fenotipos mutantes de interés en genes desconocidos junto a
las nuevas técnicas de gendmica y secuenciacion, va a lograr la diseccion y caracterizacion funcional

en dichos genes (Gendmica funcional) (Vicente, 2015).

En el tiempo actual, se cuenta con plataformas de mutantes para su utilizacion en mejora
genética en variedad de especies horticolas. Ejemplos de ellas son las colecciones en tomate (Menda
et al., 2004, Minoia et al., 2010), en meldn (Dahmani-Mardas et al., 2010, Gonzalez et al., 2011), sandia
(Hou, et al., 2016) o pepino (Boualem et al., 2014). En el afio 2014 Vicente-Ddlera et al. desarrollaron
la primera colecciéon de mutantes de Cucurbita pepo, y mas recientemente se desarrollé la coleccidn
llevada a cabo por el grupo de investigacion de Genética de Horticolas (BIO293) de la Universidad de
Almeria (Garcia et al., 2018).



http://cucurbitgenomics.org/news
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1.1.4. Coleccion de mutantes de Cucurbita pepo

En el afio 2018 se llevd a cabo la publicacidon de la coleccidn de mutantes de C. pepo
desarrollada en la Universidad de Almeria (Garcia et al., 2018) conformada por 3751 familias mutantes
M, procedentes de la variedad background MUC-16, un cultivar local de origen espafol (Murcia),
cultivar también utilizado para la generacién del genoma de referencia en calabacin (Montero-Pau et
al., 2018), y que procede del Banco de Germoplasma del Instituto Universitario de Conservacién y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) de la Universitat Politecnica de Valéncia. Se trata
de una plataforma de mutantes generados a partir de semillas tratadas con el mutdgeno quimico

metanosulfonato de etilo.

Para la generacidn de la coleccion de mutantes, el tratamiento de las semillas se realizé a
concentraciones optimas de 0,2 y 0,3% de EMS, las cuales fueron comprobadas de forma previa
mediante la evaluacién de los efectos sobre la germinacién y la fertilidad en una generacién M tras la
aplicacion de diferentes concentraciones del mutdgeno. Un grupo de 6000 semillas de MUC-16 se trato
con EMS al 0,3% mientras que otro grupo de 2000 semillas se tratdé con EMS al 0,2%, de los que se
obtuvieron, respectivamente, un total de 2822 y 929 frutos con al menos 20 semillas viables. De este
modo, se constituiria un grupo formado por un total de 3751 familias M, (Garcia et al., 2018). Mediante
un cribado fenotipico, la coleccién de mutantes fue evaluada primeramente a nivel de plantula para
observar las alteraciones que afectan en el estadio de plantula, como pueden ser los cotiledones y las
primeras hojas. Paralelamente se realizd una resecuenciacion de dos familias mutantes, observando
gue la densidad media de mutaciones encontradas en esta coleccidn se sitia en 1 cada 111 kb. Esta
coleccidn se caracteriza por incluir estas mutaciones distribuidas uniformemente a lo largo del genoma
de C. pepo, constituidas en mas del 75% por transiciones C>Ty G > A, y en menor proporcion T>Cy
A>G y transversiones. De forma general, estos cambios se veian reflejados en la generaciéon de mas de
un 10% de variaciones morfoldgicas en el estadio de plantula (Garcia et al., 2018), con un 1,86% de
plantulas albinas y clordticas (figura 3), valor similar al observado en otra coleccion de calabacin
desarrollada (1,3%) (Vicente et al., 2014). Asi como con otras colecciones de cucurbitadceas como la de
pepino (Boualem et al., 2014) y meldn (Gonzalez et al., 2011).

Figura 3. Diferentes alteraciones fenotipicas detectadas en plantulas de la coleccidn de mutantes de
C. pepo (Fuente: Garcia et al, 2018).
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1.1.5. Mutantes caracterizados en C. pepo

Una vez obtenida la coleccién de mutantes, esta ha sido utilizada en diversos screenings para
la busqueda de caracteres de interés agronédmico, mediante genética directa identificando fenotipos

sugerentes para la posterior busqueda de la mutacién responsable.

Uno de los primeros screenings que se realizd a partir de esta coleccion implico la busqueda
de mutantes para insensibilidad a etileno. Para ello, el estudio centro el criterio base de fenotipado en
la triple respuesta al etileno, por la cual, aquellas plantas WT sensibles a etileno mostrarian una
reduccion en la elongacién y un engrosamiento del hipocétilo, formaciéon de un gancho apical muy
pronunciado, ademas de una reduccidon del tamafio de la raiz. De esta forma, se consiguieron
identificar 4 lineas mutantes que no mostraban esta triple respuesta, esto es, que ante un tratamiento
de etileno en oscuridad mostraban un fenotipo de falta de triple respuesta y por tanto de insensibilidad
a etileno. Fueron denominados de manera provisional como: einl, ein2, ein3 a las tres familias
mutantes que presentaban algunos de sus individuos con un fenotipo mutante intermedio; y EIN4 a
aquel gue mostré un fenotipo mutante extremo respecto al wild-type.

Figura 4: Se muestra el fenotipo de triple respuesta a etileno en plantulas etioladas de la familia
mutante einl. Fuente: Garcia et al., 2018.

La caracterizacion de estos cuatro mutantes, condujo a la identificacion de la mutacién causal
y al renombramiento de las mutaciones ein2 y ein3 como etrlay etr2b, por afectar el primer exén de
ambos de los receptores de etileno en C. pepo, CpETRIA y CpETR2B respectivamente. También se
determind el caracter semi-dominante de estos mutantes y el nivel de insensibilidad a etileno en cada
uno determinando que, en homocigosis, el mutante etr2b se caracteriza por mostrar un mayor nivel
de insensibilidad que el mutante etrla, asi como su fenotipo, capaz de alterar el patrén de floracion y
convertir las plantas de calabacin monoicas en plantas andromonoicas (Garcia et al, 2020a). Los
mutantes ein1y EIN4, renombrados posteriormente como etrlby etrla-1, también fueron analizados
y caracterizados por provocar variaciones en el dominio transmembrana de los genes CpETRIA y
CpETR1B. Causando un fenotipo de alteracion del sexo que da lugar al desarrollo de plantas androicas
(Garcia et al., 2020b).
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A partir de otro screening realizado en la coleccion de mutantes sobre planta adulta se detecté
el mutante acola (Cebrian et al., 2022) también implicado en la determinacién del sexo. El analisis de
la secuencia candidata de la mutacién determind la posicion de la mutacidn acola en el gen CpACO1A
que codifica para la enzima 1l-aminocyclopropano-1-1carboxilato oxidasa 1A, implicada en la
biosintesis del etileno. También se determiné su caracter recesivo y su implicacién en la conversién de
flores femeninas en hermafroditas, con el consecuente paso de monoecia a andromonoecia parcial,
ademas de la formacion de frutos partenocarpicos (Cebrian et al., 2022). Por ultimo, un mutante
deficiente en jasmonatos, cuya mutacién se localiza sobre el sitio de splicing del sexto intrén del gen
LOX1A, causa un coddn stop prematuro (Cebrian, 2022, Tesis Doctoral no publicada). El mutante se

caracteriza por una falta de apertura floral en flores masculinas y femeninas.

Derivado de la caracterizacion fenotipica de mdas de 200 familias de la colecciéon en planta
adulta, a partir de la cual fueron detectados los mutantes acolay lox1a, se identificé ademds una linea
mutante caracterizada por su enanismo, que serd la que se estudie en este TFG.

1.2. Brasinoesteroides en el desarrollo vegetal

Los brasinoesteroides (BR) son un grupo de hormonas esteroideas vegetales implicadas en
numerosos procesos fisiolégicos que juegan un importante papel en procesos de crecimiento y
desarrollo, ademas de intervenir en la respuesta al estrés (Ahammed et al., 2020). No fue hasta el afo
1979 cuando se reconocid la presencia de hormonas esteroideas en vegetales, solo consideradas como
tal hasta entonces en animales (Khripach et al., 2000). El estudio llevado a cabo ese mismo afio fue
realizado por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), y provenia de una
investigacion puesta en marcha desde 1960, la cual se centré en la busqueda de hormonas vegetales
a partir de polen (Grove et al., 1979). Uno de los activos que generaba una mayor promocién del
crecimiento fue extraido del polen de la especie Brassica napus, por lo que estos compuestos
recibieron el nombre de brassins en inglés. Posteriormente, se identificd el primer brasinoesteroide

que recibié el nombre de brassinolide (BL) (Grove et al., 1979).

HO,,

HO™

Figura 5. (a): Estructura quimica general del brasinoesteroide. (b): Estructura quimica de brassinolide
(BL). Fuente: Hernandez y Garcia, 2016.

Los brasinoesteroides son las unicas fitohormonas que presentan una estructura de tipo

esteroidal. Son esteroides que pueden contener 27, 28 o 29 dtomos de carbono. Son moléculas que



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243304/#i1543-8120-26-1-1-Grove1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243304/#i1543-8120-26-1-1-Grove1
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presentan un esqueleto 5a-colestano, formadas por cuatro anillos de isopreno y una cadena lateral.
Los anillos A y B, y la cadena lateral pueden tener diferentes sustituyentes (figura 5). Las posibles
diferencias en el nimero de grupos hidroxilo que pueden variar su posicién en los carbonos 2 y 3, junto
a la presencia de grupos cetona o grupos lactona en los carbonos 6 y 7, generan hasta 50 variantes
estructurales en la molécula, de los cuales, Unicamente la BL genera la mejor actividad como

promotora del crecimiento (Kwon y Choe, 2005).

1.2.1. Ruta de biosintesis de brasinoesteroides

Entre estos compuestos activos, los mas abundantes son aquellos que presentan 28 atomos
de carbono (Czs-BRs), entre ellos la castasterona (CS) y el brassinolide (BL) (Wei vy Li, 2020), siendo el
brassinolide el que presenta una mayor actividad fisiolégica dentro del grupo de los brasinoesteroides
(Fujioka y Yokota, 2003; Ohnishi, 2018). La biosintesis de C2s-BRs ya ha sido analizada y caracterizada
en detalle, sin embargo, para los C,7 y C29-BRs que parten de precursores diferentes como el colesterol
o el sitosterol, podrian generarse también por vias similares a los de C,s-BRs (Wei y Li, 2020). Gracias
al estudio de mutantes, y ensayos bioquimicos realizados en cultivos celulares, ha sido posible
establecer la ruta biosintética de BR y realizar la caracterizacién de la mayoria de enzimas implicadas
en las rutas biosintéticas de fitoesteroles (Sakurai, 1999; Choe et al., 1999b). La biosintesis de BR tiene
lugar a partir de una molécula precursora de todos los esteroles vegetales, el cicloartenol (Sakurai,
1999), un esterol de 30 d4tomos de carbono derivado del escualeno, a partir del cual, mediante una
serie de reacciones quimicas se sintetizan las moléculas intermediarias que daran lugar a las diferentes
formas estructurales que pueden presentar los BR. Se trata de un compuesto clave en la biosintesis de
BR ya que constituye un sustrato esencial en diferentes reacciones y rutas que dirigen hacia la sintesis
de Cys, C27y C29-BRs (Bajguz et al., 2020).

Los primeros pasos de esta ruta de biosintesis llevan a cabo la generacién de diferentes
esteroles, los cuales estan sujetos a una serie de modificaciones antes de convertirse en BR. (Choe et
al., 1999b). En esta primera etapa comun a todos los tipos de BR (Bajguz et al., 2020), se lleva a cabo
la transformacion de una molécula de escualeno (C30) mediante una serie de reacciones quimicas
catalizadas por diferentes enzimas, para dar lugar a cicloartenol, molécula precursora del resto de
esteroles vegetales, que a su vez dard lugar a dos esteroles precursores de BR: el campesterol y el
sitosterol (Figura 6).

Una reaccién de oxidacion (paso 1, figura 6) lleva a cabo la transformacién de una molécula de
escualeno en 2,3 oxidoscualeno, a partir del cual se formara cicloartenol (paso 2, figura 6), el primer
triterpenoide iniciador en la biosintesis de fitoesteroles. Posteriormente, una metilacién (paso 3, figura
6) llevada a cabo por una cicloartenol sintasa, genera 24-metilenocicloartanol. Esta molécula es
seguidamente desmetilada (paso 4, figura 6) dando lugar a cicloeucalenol, del cual se han eliminado
dos grupos metilo a través de tres reacciones enzimaticas secuenciales, que resultan esenciales para
otorgar funcionalidad fisioldgica en los fitoesteroles. El cicloeucalenol es posteriormente isomerizado
(paso 5, figura 6) en obtusifoliol, el cual, tras una desmetilacién (paso 6, figura 6) en el C14, llevada a

cabo por el citocromo P450s, y seguida de una reduccion enzimatica (paso 7, figura 6), genera una
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molécula de 4a-metil fecosterol. Por ultimo, esta molécula es isomerizada (paso 8, figura 6) dando
lugar a 24-metilenlofenol (Wei y Li, 2020; Sakurai,1999). A partir de este paso, el 24-metilenlofenol se
convierte en el sustrato de dos vias diferentes que divergen, por un lado, hacia la biosintesis de
campesterol (paso 9, figura 6), precursor de Cs-BRs; mientras que la otra se dirige hacia la formacion
de sitosterol (paso 13,figura 6), iniciador de C,s-BRs (Bajguz et al., 2020).
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Figura 6. Biosintesis de campesterol y sitosterol a partir de escualeno. Los nimeros corresponden a las
reacciones descritas en el texto (Modificado de Wei y Li, 2020). En azul se representan las enzimas
identificadas a partir de mutantes enanos de Arabidopsis.
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Figura 7. Ruta especifica de biosintesis de BR a partir de campesterol. Las flechas gruesas representan
la ruta mas eficiente y dominante (Modificado de Wei y Li, 2020). (a): Via de oxidacion en C22 tardia.
(b): Via de oxidacidn en C6 temprana. (c): Via de oxidacidn en C22 temprana. (c):Via de hidroxilacién
C23. (d): Via de oxidacion en C6 tardia. En azul se representan las enzimas identificadas a partir de
mutantes enanos de Arabidopsis.

El metabolito intermediario mds caracteristico de la ruta de biosintesis de C;s-BRs es el
episterol. El episterol es seguidamente convertido a 24-metilencolesterol (pasos 10 y 11, figura 6)
mediante dos reacciones enzimaticas, y finalmente se isomeriza a campesterol (paso 12, figura 6). En
este punto, la ruta se disgrega siguiendo vias diferentes de forma paralela y entrelazadas entre si,
mediante las cuales el campesterol puede ser convertido en diferentes intermediarios segun la via
seguida (Figura 7) (Wei y Li, 2020; Bajguz et al., 2020). Las vias predominantes suelen ser la via de

oxidacion C22 tempranayy la via de oxidacidn C6 tardia, tal y como se ha comprobado en varias especies
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(Nomura et al., 2001 ; Wei y Li, 2020), demostrandose que la ruta mds eficiente e imperante en la
biosintesis de BL en Arabidopsis sigue la via descrita como: campesterol - 22-hidroxi-campesterol >
22-hidroxi-ergost-4-en-3-ona > 22-hidroxi-50-ergostan-3-ona - 3-epi-6-deoxocatasterona/3-
dehidro-6-deoxotestosterona - 6-deoxotifasterol - 6-deoxocatasterona —-» Catasterona -
Brassinolide ((22R, 23R, 24S)-2a, 3a, 22, 23-tetrahidroxi-24-metil-B-homo-7-oxa-5a-colestan-6-ona)
(Ohnishi et al., 2012). Ohnishi et al., proponen ademas en 2018, una ruta genérica de biosintesis de

brassinolide via campestanol (CN).

1.2.2. Mutantes de la Ruta de biosintesis de brasinoesteroides

Gracias al descubrimiento de mutantes en diferentes especies como Arabidopsis, arroz,
guisante o tomate, (Fujioka y Yokota, 2003) ha sido posible la descripcion y caracterizacién de cada
uno de los pasos en la ruta de biosintesis de fitoesteroles. Estos mutantes, que tienen lesiones en estas
rutas biosintéticas, estan divididos en dos grupos. Por un lado, se incluyen los mutantes que poseen
dichas lesiones en los genes que regulan las fases mds tardias. Estos mutantes se caracterizan por la
generacion de fenotipos no distinguibles entre si y entre otros mutantes de la ruta biosintética de BR
(Fujioka y Yokota, 2003), ademds de poseer de capacidad de rescatar el fenotipo WT tras la aplicacién
exodgena con BR. Por otro lado, encontramos los mutantes deficientes en las fases mas tempranas de
la ruta. Estos poseen algunas caracteristicas comunes de los mutantes deficientes en BR en estadio
adulto, ademas de multiples defectos durante la embriogénesis y el crecimiento que no pueden ser

corregidos tras el tratamiento con BR (Fujioka y Yokota, 2003; Kwon y Choe, 2005).

Los mutantes especificos de la ruta de biosintesis de BR suelen mostrar la reversion del
fenotipo tras la aplicacién con BR de forma exdgena, y las peculiaridades morfoldgicas asociadas a este
fenotipo como son hojas pequenas, oscuras y redondas, peciolos cortos y robustos, ademas de una

baja fertilidad (Fujioka y Yokota, 2003). En Arabidopsis, algunos de estos mutantes han sido descritos:

o El mutante sax1 (Ephritikhine et al., 1999), de hipersensibilidad a ABA y a auxinas, que posee
lesiones en la oxidacién e isomerizacion de los precursores (22S)-22-hidroxi-campesterol en la
via de oxidacién C22 temprana (Figura 7).

o El mutante dwf1 (Takahashi et al., 1995) previamente nombrado como diminuto, y sus demas
formas alélicas dim, cbb1, cro2, intervienen en la isomerizacion y reduccion del 24-metilen-
colesterol (Figura 6, paso 12) inhibiendo la formacion de campesterol (Choe et al., 19993;
Fujioka y Yokota, 2003).

o El mutante dwf5 y sus seis alelos independientes (Choe et al., 2000; Fujioka y Yokota, 2003)
provocan la pérdida de funcion en el gen DWF5 que codifica para la reductasa-A’, inhibiendo
el paso del intermediario 5-dehidroepisterol a 24-metilen-colesterol (Figura 6, paso 11).

o La mutacion dwf7 (Choe et al., 1999b) imposibilita la sintesis del 5-dehidroepisterol a partir de
episterol (Figura 6, paso 10) y los consiguientes compuestos debido a una falla en la reaccion
catalizada que provoca deficiencias en BR debido a la escasez de sustratos intermediarios para

otras reacciones de biosintesis.
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o El mutante det2 (Chory et al., 1991) es deficiente en una enzima 5a-reductasa que cataliza la
reduccidon de fitoesteroles intermediarios en dos rutas paralelas de biosintesis de BR; por un
lado, en la via de oxidacion C22 tardia, en la que cataliza el paso que da lugar a (24R)-5a-
ergostan-3-ona a partir de (24R)-ergost-4-en-3-ona, mientras que en la via de oxidacion C22
temprana cataliza en el paso de (22S,24R)-22-hidroxiergost-4-en-3-ona a (22S,24R)-22-hidroxi-
S5a-ergostan-3-ona (Figura 7).

o Elmutante dwf4 (Azpiroz et al., 1998) y su alélico cro3 (Serrano-Cartagena et al., 1999) generan
una pérdida de funcién en el gen DWF4 que codifica para una enzima citocromo Paso
monooxigenasa (Choe et al., 1998), cuya funcion 22a-hidroxilasa estd inhibida, provocando la
acumulacién de los sustratos que cataliza, es decir, todos aquellos intermediarios que
intervienen en la via de oxidacién C22 tardia (Figura 7).

o Por ultimo, el mutante cpd (Szekeres et al., 1996) y sus alélicos cbb3 (Altmann et al, 1995;
Kauschmann et al., 1996), y dwf3, los cuales muestran desetiolacion e inhibicion de los genes
inducidos por luz, ademas de la pérdida de funcidn del gen CPD el cual codifica para un

citocromo P4so con funcién 23a-hidroxilasa (Fujioka y Yokota, 2003).

Todos estos mutantes han sido identificados para las fases de biosintesis de BR mas tardias, lo
gue genera fenotipos muy similares entre si y que se caracterizan por la capacidad de recuperar el
fenotipo WT tras un tratamiento exdgeno con BR o la aplicacién de alguno de sus intermediarios
deficientes. Sin embargo, también se han identificado mutantes en las fases mds tempranas de la ruta
de biosintesis, como son smt, fackel, hyd1, y smt2, los cuales se caracterizan por no tener capacidad

de respuesta tras el tratamiento con BR (Fujioka y Yokota, 2003).

1.2.3. Implicacion de los brasinoesteroides en el desarrollo.

Los brasinoesteroides tienen una amplia variedad de funciones fisioldgicas. Participan en la
regulacién del crecimiento y desarrollo de las plantas. En general, estas hormonas controlan la divisién,
elongacion y diferenciacion en diferentes tipos celulares durante todo el desarrollo de la planta,
controlando la arquitectura, diferenciacion vascular, fertilidad masculina, floracién, fotomorfogénesis
o senescencia (Gudesblat y Russinova, 2011). Ademds, desempefian un importante papel en la
mediacién de las respuestas a estreses abidticos como como sequia, salinidad, altas y bajas
temperaturas y estrés por metales pesados, asi como en la adaptacion a los cambios ambientales (Li
et al., 2021; Ahammed et al., 2020; Tang et al., 2016). Durante las uUltimas décadas, tanto estudios
genéticos, como bioquimicos, se han focalizado en dilucidar los mecanismos de sefializacion de los BR,
asi como de los componentes que intervienen. Aunque los BR son las hormonas vegetales con mayor
actividad promotora del crecimiento, los mecanismos mediante los cuales induce el crecimiento en los
diferentes tejidos y drganos aun no estan aclarados (Gudesblat y Russinova, 2011). Sin embargo, las
rutas de biosintesis y de sefializaciéon de BR estudiadas ampliamente en modelos vegetales han
permitido mejorar de forma significativa el entendimiento de los mecanismos reguladores, sobre todo
en aquellos procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo y el crecimiento celular (Ahammed et
al., 2020).

11



Ias A )
experimentales

La sefializacién de los BR comienza a partir de la percepcion mediada por unos receptores de
membrana, a parir de la cual, se activan las cascadas de transduccidn de sefiales citosélicas mediadas
por los BR, dirigiendo a la activacion de la transcripcion de los genes que controlan el crecimiento
celular (Li et al., 2021), pudiendo, ademas, regular procesos fisiolégicos mediante la interaccién con
otras hormonas (Divi y Krishna 2009; Li et al., 2021). Aunque la biosintesis de BR ocurre en el reticulo
endoplasmatico, su percepcion tiene lugar en la membranas plasmaticas celulares. Una vez
sintetizados, los BR son conducidos ditectamente al apoplasto, por el que se transportan a las céluas
diana y se une directamente a unos receptores de la membrana llamados BRASSINOSTEROID
INSENSITIVEL (BRI1), y sus correspondientes homologos (Nolan et al., 2020; Ahammed et al., 2020).
Tras la recepcion a través de estos receptores de membrana, se pone en marcha una cascada de
sefializacion mediante la activacién de los factores de transcripciéon de las familias BRI1-EMS-
SUPPRESSOR1 (BES1) y BRASSINAZOLE-RESISTANT1 (BZR1) mediante los cuales se controla la expresién
genética regulada por BR (Nolan et al., 2020).

Inicialmente caracterizados por su capacidad promotora del crecimiento desde su
descubrimiento y caracterizacién en los afos 70, los brasinoesteroides han sido estudiados por sus
importantes implicaciones en el crecimiento vegetal. Desde un principio, este crecimiento se creia
como una consecuencia de elongacién celular promovida por BR, sin embargo, se ha determinado el
papel que ejercen en multiples aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, como es la divisién
celular, fotomorfogénesis o la diferenciacidon vascular (Oh et al., 2020; Ahammed et al., 2020). No
obstante, su principal funcion bioldgica es la expansion celular, mediante el crecimiento en las tres
dimensiones; y elongaciéon celular a través del crecimiento en una direccion para elongar células y
organos (Oh et al., 2020).

Diversos estudios documentan cdmo los brasinoesteroides promueve la expansién celular a
través de la regulacion de la expresion de los genes implicados en las modificaciones de la pared
celular, algunos de ellos dianas directas los factores de transcripcién BZR1 y BES1. Clouse (2011)
sugiere que la elongacién celular en mutantes deficientes en BR es promovida tras la sobreexpresion
de la proteina DREPP (developmentally regulated plasma membrane polypeptide). El descubrimiento
de esta proteina en un estudio de protedmica realizado en el afio 2008, y su posterior caracterizacion
genética, confirmaron la funcién de la proteina DREPP como diana directa del factor BZR1, indicando
su papel como regulador positivo en la respuesta a BR. La similitud de la proteina DREPP con una
proteina asociada al microtubulo durante el crecimiento celular direccionado, sugeria que la proteina
DREPP podia intervenir en la reorganizacion de los microtibulos, proceso que ya se relacionaba a la
implicacion de los BR (Mayumi y Shibaoka, 1995; citado por Clouse, 2011) . Por otro lado, también se
ha descubierto que el factor de transcripcion At4g39070 (B-BOX DOMAIN PROTEIN 20) (The

Arabidopsis Information Resource, 2022. https://www.arabidopsis.org/ ) queda reprimido por la uniéon

de BZR1 a su promotor, permitiendo la elongacidn del hipocétilo (Sun et al., 2010; citado por Clouse,
2011).

Para el crecimiento, ademds de la elongacién y expansién celular, aumentar el nimero de

células en un drgano o tejido es imprescindible. Los resultados resultados obtenidos por Hu et al.
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(2000) sugieren una posible promocién de la divisidn celular mediada por BR. En este estudio se llevd
a cabo el tratamiento con 24-epibrassinolide a un cultivo de células mutantes deficientes en BR det2
de Arabidopsis, y mediante un ensayo cDNA array se determind qué genes respondian al tratamiento,
entre ellos el gen CyD3 que codifica para una ciclina tipo D presente en altos niveles en tejidos
proliferantes como es el meristemo apical, primordios foliares o en yemas axilares. La transcripcién de
este gen es inducido normalmente por citoquininas, sin embargo, los niveles de transcritos inducidos
por BR resultaron similares, por lo que se sugeria que tanto citoquininas como los brasinoesteroides

podrian desempefiar un papel semejante induciendo la divisén celular.

Otros resultados obtenidos de la caracterizacién del mutante dwf7 en Arabidopsis también
sugieren actividad promotora de la divisién celular. El nivel de expresidon en genes implicados en la
division celular e induccién apical como son los genes PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN2
(PCNA2) y ENHANCER OF SHOOT REGENERATION2 (ESR2), era mas bajo en los mutantes dwf7 (Oh et
al., 2020).
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO FIN DE GRADO

El objetivo principal en este trabajo es la caracterizacién de un mutante enano de Cucurbita
pepo. Este mutante presenta potencial interés para la mejora genética en cucurbitaceas y valor desde
el punto de vista de la genética funcional, para determinar el papel de los brasinoesteroides sobre el
desarrollo vegetativo y reproductivo de esta especie.

Para ello se realizard la confirmacion de la mutacién causal en una poblacién segregante para
el cardcter, y se realizard una evaluacion de plantas mutantes y no mutantes desde el punto de vista
del crecimiento vegetativo y del desarrollo sexual. en el estudio y evaluaciédn de una linea mutante
enana no caracterizada y con un potencial, en lo relativo al conocimiento de las rutas biosintéticas

hormonales asociadas al crecimiento vegetal.
Los objetivos parciales a desarrollar en el contexto de este TFG son los siguientes:

o Estudiar la herencia del caracter en una poblacién segregante BC;S; generada a partir de las
plantas mutantes M, por retrocruce con el fondo genético de la coleccion MUC-16 (BC,), vy
posterior autopolinizacion (BC1Si).

o Constrastar una mutacidn EMS, sustitucién de A>G, detectada por la técnica de genética
directa BSA-seq (Bulk sequencing analysis) en una poblacion segregante del mutante con mas
de 300 plantas.

o Caracterizacién del fenotipo de desarrollo vegetativo y sexual de las plantas mutantes y tipo

salvaje.

o Evaluacion del efecto del tratamiento con brasinoesteroides a distintas concentraciones sobre

el crecimiento del mutante enano.

14
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Condiciones de cultivo

El ensayo realizado se llevd a cabo en el campo de investigacidn y experimentacién Fundacién
Finca Experimental UAL-Anecoop, durante la campafia de cultivo de primavera de 2022, entre los
meses de febrero y junio. Las semillas procedentes de una poblacidn BC;S; fueron germinadas vy
cultivadas en bandejas con vermiculita durante 14 dias en semillero comercial. Tras este tiempo, y

previa identificacidn genotipica, las plantulas fueron llevadas a invernadero o semillero.

Un total de 18 plantas mutantes (df/df) y 18 plantas WT homocigotas (wt/wt) fueron
destinadas a un semillero para ser crecidas en maceteros de 5L y recibir el tratamiento con
brasinoesteroides, mientras que 30 plantas mutantes (df/df) y 30 plantas WT homocigotas (wt/wt) se

trasplantaron en suelo en el invernadero para su correspondiente caracterizacién fenotipica.

3.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado en el trabajo ha sido desarrollado a partir de una coleccién de
mutantes EMS de C. pepo perteneciente al grupo de investigacién BI0293 de la Universidad de Almeria
(Garcia et al., 2018). Esta coleccidn incluye 3.751 familias M,. De estas lineas EMS generadas, la linea
mutante 2307 que fue detectada tras un fenotipado masivo en planta adulta. Este mutante,
caracterizado por su enanismo, es el objeto de interés de este TFG. Para su estudio se generaron
poblaciones segregantes BC:S;, generadas segln se explica en la Figura 9, a partir de las plantas
mutantes enanas detectadas en la M, y el fondo genético de la coleccion MUCU16 (MUC-16), una
variedad local de origen espafiol (Murcia) procedente del Banco de Germoplasma del Instituto
Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) de la Universitat

Politécnica de Valéncia.

Semillas Mo ‘ Y/ Q/

; Mutégeno (EMS) AA
Mutante enano

l Mucu16
Semillas M1 o Q/
D,

l BC:
——— \>;) \%’) Q;) Q/k) N l
IR A 4=

aa
Mut 2 Wt

SIS

Figura 9. Diagramas esquematicos de la obtencion de una linea M, (izquierda) (modificada de Chen et
al., 2018) y del programa de cruces para la obtencion de una poblacién segregante BC;S; (derecha).
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Sobre la generacidén BC;S; se realizd la caracterizacion fenotipica y genotipica que constituye
este TFG.

3.3. Toma de muestras y extraccion de ADN

La recoleccidn de material vegetal se realizé en plantulas en el estadio de planta joven, con 3
hojas verdaderas. Se tomaron pequeiias muestras de las hojas de 309 plantas de una poblacion
segregante BC;S; y se introdujeron en tubos Eppendorf de 2mL, los cuales se mantuvieron en hielo
seco para su transporte y posterior almacenamiento a -802C hasta el momento de su utilizacion. La
extraccién de acidos nucleicos se llevd a cabo a partir de una modificacién adaptada del método SDS
descrito a continuacion. Este protocolo se basa en la utilizacion de tres reactivos clave: detergente SDS,
fenol-cloromormo isoamilico e isopropanol, implicados en los pasos de lisis celular, extraccion de los

acidos nucleicos y precipitacién, respectivamente.
Se siguieron las siguientes indicaciones:

o Se depositan dos perlas de acero de 3 mm de didmetro en cada uno de los tubos de 2 mL
conservados a -802C C y se afiade 500 uL de un buffer de extraccidn elaborado con SDS
previamente calentado seguido de una homogeneizacion en homogeneizador Bead Mill 24
(Fisherbrand™) durante 6 minutos. Este paso tiene por objetivo lograr una adecuada lisis

celular.

o Al homogeneizado se aplica una breve agitacion mediante vértex y se incuba en termo-bloque

a 65°C durante 20 minutos en agitacion suave y constante.

o A continuacidn, se afaden 300 uL de fenol-cloroformo isoamilico (5:24:1) enfriado y se aplica

vortex para mezclar bien. El objetivo es precipitar restos celulares.

o Se centrifuga a 11.000 g (RFC) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Al cabo de este
tiempo, con cuidado se recoge la fase superior sin tocar la interfase y se transfiere a un nuevo
tubo Eppendorf de 1,5 mL. Si la fase superior no existe o estd muy sucia, recoger y repetir

extraccion con fenol-cloroformo.

o Elsobrenadante recogido se vuelve a centrifugar durante 10 minutos a temperatura ambiente
a 11.000 g (RFC) para eliminar los restos de cloroformo. Posteriormente volver a recoger la

fase superior y depositarla en otro tubo Eppendorf de 1,5 mL.

o Afadir a estos sobrenadantes 400 uL de isopropanol a -20°C, mezclar suavemente por
inversion hasta visualizar hebras de ADN e incubar a -20 °C durante al menos 20 minutos.
Pasado este tiempo se centrifuga a 11.000 g (RFC) durante 10 minutos. Durante este paso se

pretende la precipitacion del ADN.
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o El sobrenadante es descartado y se afiaden 250 plL de etanol al 70% para lavar el pellet. A
continuacién, se aplica vortex hasta levantar el pellet y se vuelve a centrifugar durante 5
minutos a 11.000 g (RFC).

o Elsobrenadante vuelve a ser descartado y se deja secar el pellet hasta evaporar todo el etanol.

o Elpellet se resuspende en 50 puL de agua Mili-Q y se le afladen 0,33 pL de RNAasa (proporcién
RNAasa: 0,2 uL RNAasa / 30 pL de volumen total). Se deja incubar en termo-bloque durante 2

minutos a 65°C. Por ultimo, se deja incubar a temperatura ambiente hasta secar.

3.4. Genotipado de la variante alélica detectada por BSA-seq

De forma previa a este ensayo, se llevd a cabo la secuenciacidon de plantas en grupo de la
poblacién segregante BC;S; separadas por fenotipo. La secuenciacién por separado del denominado
bulk WT (Tipo salvaje, por sus siglas en inglés) y el bulk mutante y la comparacion de las frecuencias
alélicas en ambos bulk, permitid detectar una variante alélica de interés para su caracterizacion. El

disefo de cebadores KASP para la amplificacién se realizd en un servicio externo.

El sistema KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) de genotipado desarrollado por la compafiia
KBioscience (Mammadov et al., 2012) fue utilizado para la deteccién de polimorfimos en las muestras
de ADN gendmico de distintas plantas de una poblacidn segregante BC;S;. Este sistema, mediante una
PCR competitiva alelo-especifica, consigue una identificacion bi-alélica de polimorfismos tipo SNPs en
loci especificos. Se utilizan tres cebadores en total, dos de ellos especificos del alelo (en fordward) y
un cebador correspondiente a una regién comun (en reverse). Se utiliza ademas una sonda marcada
con dos tipos de fluorocromos y que se unen a los extremos 5’de los cebadores. Una vez que los
cebadores estén unidos a sus secuencias especificas, el quencher (atenuador) unido al fluorocromo se

escinde de este permitiendo la emisidn de fluorescencia.

Un total de 309 plantulas BC;S; en estadio de plantula fueron seleccionadas para el analisis
genotipico. Las condiciones para la reaccién de amplificacion quedan especificadas en la figura 10. A
cada uno de estos 309 individuos analizados se le ha sido otorgado un genotipo en funcién de la
variante alélica que presentaba, el cual dependia de la fluorescencia que mostraba (Figura 11). Si
durante la PCR-KASP llevada a cabo para el genotipado se generaba Unicamente sefial fluorescente
asociado al alelo de la mutacién (HEX), dicho individuo quedaria genotipado como mutante
homocigoto (df/df). Si la sefial generada procedia Unicamente del fluorocromo asociado al alelo salvaje
(FAM), en este caso el individuo seria clasificado como homocigoto salvaje (wt/wt). Finalmente, si se
detectaban ambas sefales esto indicaba que el individuo poseia ambos alelos, y por tanto se clasificaria

como heterocigoto (wt/df).
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Figura 11. Discriminacién alélica de la presencia de la mutacion a partir del marcador seleccionado
mediante genotipado KASP en una poblacidn BC;S;:. Cada planta se agrupa en funcidn de su genotipo
como wt/wt (amarillo), wt/df (verde) y df/df (azul). Los puntos negros corresponden a la sefial
producida por un control negativo (NTP).

3.5. Caracterizacion fenotipica de plantas mutantes y no mutantes

3.5.1. Caracterizacion del crecimiento vegetativo y del desarrollo sexual

Plantas mutantes y no mutantes de la poblacidén segregante fueron caracterizadas en cuanto
a su morfologia en estadio de plantula, y en cuanto al crecimiento de flores masculinas y femeninas en
estadio de planta adulta. Por genotipo, un total de 10 hojas jovenes de tamafio menor de 3 cm, asi
como un total de 14 flores femeninas y otras 14 masculinas, ambas de tamafio menor de 1 cm, se
tomaron como partida para realizar una caracterizacién del crecimiento de drganos vegetativos y

reproductivos. La toma de medidas se llevé a cabo utilizando un calibre y una regla milimetrada.

Se establecid la primera medida como tiempo To y se procedid al seguimiento del experimento

cada dos dias hasta antesis para las flores, y hasta llegar a T1o en el caso de las hojas. Ademas, se realizo
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una caracterizacion del desarrollo vegetativo en plantas de 4 semanas de edad sobre 10 plantas de
cada genotipo: 10 (df/df), 10 (wt/df) y 10 (wt/wt). Estas plantas fueron analizadas para el nimero de
hojas, el peso fresco de la parte radicular y su correspondiente peso seco, el peso fresco de la parte

vegetativa y su correspondiente peso seco, altura de la planta y longitud de la parte radicular.

3.5.2 Tratamiento con Brasinoesteroides

Anteriores estudios realizados en Cucurbita pepo llevaron a cabo la administracién exdogena de
24-epibrassinolide (EBR) a una concentracion de 0,2 uM (Tao et al, 2015). Tomando como referencia
dicho valor, se decidid utilizar para los diferentes tratamientos de 0,2, y 2 uM, ademas del control a
concentracidon 0 puM. La disolucién stock se prepard disolviendo la cantidad de 2mg de EBR en polvo
en 150 plL de etanol al 100% y se mantuvo conservada en frio a 42C. Para los tratamientos control se

utilizé una disolucidn de agua.

Un total de 18 plantas seleccionadas de cada genotipo para este ensayo se distribuyeron tres
grupos de tratamiento (6 plantas por tratamiento), cada uno correspondiente a cada una de las
concentraciones aplicadas (0, 0,2 y 2 uM). La aplicacién de EBR se realizé de forma exégena mediante
pulverizacién en el meristemo apical de la planta, hasta dejarlo completamente humedo. El
tratamiento se repitio diariamente durante siete dias. En el momento inicial, se seleccioné una hoja
de cada planta con un tamaiio de limbo de aproximadamente 2,5 a 3 cm y tras los dias de tratamiento
se llevo a cabo la medida de la longitud del limbo y la longitud del peciolo para la posterior evaluacion
de los cambios producidos.

3.6. Andlisis estadistico

Para realizar las comparaciones estadisticas entre genotipos y tratamientos se empleé el
paquete estadistico Statgraphics Centurion. En primer lugar, se estudiaron la normalidad (prueba de
Kolmogorov o Shapiro-Wilk) y la homocedasticidad de los datos. En caso de no cumplir con la hipétesis
de normalidad, se realizaron bien una transformacion de los datos, o se evalud el efecto de los
tratamientos con métodos no paramétricos, como la prueba de Kruskal-Wallis para establecer las
diferencias de la varianza. Si cumplian con la hipdtesis de normalidad, se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) multifactorial y/o simples, para determinar si hay diferencias significativas entre los dos
ensayos temporales realizados y entre tratamientos. La prueba HSD de Tukey se empled para

determinar los grupos homogéneos.

19



@ &
s A
experine sitcles

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas generales de la Linea 2307

La linea 2307 es una linea mutante identificada durante un fenotipado masivo de la coleccidn
de mutantes EMS de C. pepo (Garcia et al., 2018). Tras el fenotipado de la coleccidn realizado en
estadio de planta adulta, se identificaron varias lineas que poseian fenotipo alterado, entre las cuales
se encontraba la linea 2307, singularizada por mostrar un fenotipo enano con menor crecimiento tanto
a nivel vegetativo como reproductivo. En la figura 12 se muestra el fenotipo observado en campo. Las
plantas mutantes se caracterizan por presentar poco volumen de planta y limitado desarrollo (Figura
12b) en comparacién con las plantas WT (Figura 12a). Ademas, las flores que produce el mutante son
de menor tamafio que las que produce el WT (Figura 12c). Por esta razén se denomind al mutante,

como mutante enano (dwarf, genotipo df/df).

Figura 12. Comparacién planta WT y planta mutante. (a): Planta WT; (b): planta mutante; (c): Flor
mutante (izquierda) y flor WT (derecha).

4.2. Andlisis de la poblacion segregante BC:S;
4.2.1. Estudio del modo de herencia

Con el objetivo de buscar la mutacion causal del fenotipo observado en la linea 2307, una
poblacién segregante BC;S: fue analizada.

Se procedié a comprobar la segregacidon del fenotipo df en esta poblacion. Tras estudiar la
segregacion de plantas de fenotipo salvaje y mutantes, se observd que 75 plantas eran mutantes
enanas (df) y 234 presentaban fenotipo salvaje (wt). Mediante un andlisis estadistico Chi cuadrado, X?
(nivel de confianza del 95%), se comprobd que el fenotipo enano es causado por un Unico gen, cuyos

alelos recesivos en homocigosis (df/df) causan el fenotipo mutante (X?=0,3981) (tabla 1).

Tabla 1. Prueba estadistica Chi cuadrado. Analisis de segregacion.

Observados 234 75 309 0,3981
Esperados (1:2:1) 231,75 77,25 309

Para un nivel de confianza del 95% (a=0,05) y 1 grado de libertad: x? = 3,8415.
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4.2.2. Deteccion de la mutacion y disefio de marcadores

Sobre esta poblacion segregante, por medio de una estrategia de BSA-seq se determinaron
mutaciones candidatas al control del caracter. De la poblacidn BC;S; se seleccionaron 20 plantas en
grupo con fenotipo y 20 sin fenotipo mutante, se agruparon en dos bulks independientes, cuyo ADN
se re-secuenciencid llevando a cabo una secuenciacion completa del genoma (Whole genome
sequencing). Posteriormente, estas secuencias se mapearon contra la versién 4.1 el genoma de
referencia de la especie (Montero-Pau et al., 2018). Finalmente, se llevé a cabo un filtrado de los
resultados para el analisis de las frecuencias alélicas (AF) para el alelo alternativo al del genoma de
referencia en ambos bulks, estableciendo un valor de AF =1 para el bulk mutante y un valor de AF <0,3
para el bulk WT. Entre las variantes detectadas que cumplian con las caracteristicas de filtrado
establecidas se detectd una variante candnica EMS candidata a ser la mutacidn causal. Esta variante
es una sustituciéon de guanina (G) por adenina (A) en la posicion 3.048.864 del grupo de ligamiento 17
(LG17) del genoma v4.1 (Montero-Pau et al., 2018). Su analisis sobre el genoma de referencia
empleando las herramientas disponibles en Cucurbit Genomics Database (Cucurbit Genomics
Database (CuGenDB), 2022. http://cucurbitgenomics.org/news) se pudo establecer que la variante se

sitia en el extremo 3° del sexto intron del gen Cp4.1LG17g04540. Este gen, implicado en la ruta
biosintética de los brasinoesteroides, codifica para la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa y consta
de un total de 13 exones y 12 intrones (figura 13). Finalmente, a partir de esta variante se selecciond
el marcador en la posicién gendmica de interés y, una vez realizada la seleccidn, se procedié al disefo
de los cebadores que se emplearon para el genotipado de la poblacién segregante BC;S,, el cual fue

denominado como SNP1.
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Figura 13. Posicidon de la sustituciéon G>A del gen alterado por la mutacidn. El asterisco situa la posicién
de la mutacion en el extremo 3’del intrén 6.

4.2.3. Andlisis genotipico

Con el objetivo de establecer si esta variante era responsable del fenotipo observado, se
realizé una caracterizacion genotipica sobre la misma poblacion (BC1S:). A través de los servicios de
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una empresa externa se disefiaron los cebadores para la identificacion de la mutacién asociada al
fenotipo enano. Se seleccioné una poblacién de 309 plantas procedentes de una generacién BC;S;y se
testé el marcador en una reaccién de PCR alelo-competitiva tipo KASP. Los resultados obtenidos
mostraban cémo el marcador (SNP1) asociado a la variante que afecta al gen Cp4.1LG17g04540,
implicado en la biosintesis de los brasinoesteroides, discriminaba correctamente entre los individuos
de la poblacion segregante y cosegregaba con el fenotipo mutante en la poblaciéon BC;:S: estudiada
(tablas 2 y 3).

Tabla 2. Resumen del genotipado para el marcador. Tabla de resultados.

Enano A:A 75
Wt A:G 152
wt G:G 82

Total - 309

Tabla 3. Prueba estadistica Chi cuadrado. Comprobacion del marcador.

Observados 82 152 75 309 0,3981
Esperados (1:2:1) 77,25 154,5 77,25 309

Para un nivel de confianza del 95% (a=0,05) y 1 grado de libertad: y? = 3,8415.

Derivado de estos resultados, se concluyd que la mutacién responsable del fenotipo es una
sustitucién G>A en el gen de la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa (Cp4.1LG17g04540). En base a
los resultados ya observados en el mutante lox3a (Cebrian, 2022), perteneciente a la misma coleccion
de mutantes, cuya mutacidn situada en el sitio de splicing del sexto intrén del gen causa un cambio en
el patrén del procesamiento de los intrones resultando en la generacidn de un coddn stop prematuro
en el gen de biosintesis de los jasmonatos, es posible que, el efecto asociado a la variante detectada
en el gen Cp4.1LG179g04540 podria también consistir en la alteracion del sitio de splicing dando lugar
a cambios en el transcrito y afectando la actividad de la enzima. No obstante, ese trabajo no se ha sido

desarrollado en el marco de este TFG.

4.3. Caracterizacion fenotipica
4.3.1. Andlisis morfoldgico

Determinada la mutacion causal del fenotipo se procedid a su caracterizacidon fenotipica, para
lo que se seleccionaron plantas de genotipo wt/wt, wt/df y df/df. El analisis morfoldgico se realizé en
plantas de cuatro semanas de edad. Se seleccionaron 10 plantas de genotipo homocigoto salvaje
(wt/wt), 10 heterocigotas (wt/df) y 10 mutantes (df/df) en funcién de los resultados de genotipado

gue se obtuvieron anteriormente. Estas plantas fueron analizadas para el nimero de hojas, altura de
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la planta, longitud de la parte radicular y para el peso fresco y su correspondiente peso seco de las
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Figura 14. Parametros del crecimiento vegetativo analizados (a): Variacion del peso fresco de la raiz
y la parte aérea entre los genotipos. Expresado en gramos. (b): Variacion del peso seco de laraizy la
parte aérea entre genotipos. Expresado en gramos. (c): Numero de hojas, y longitud de las partes
aérea y radicular. (d): Representacion grafica de la reduccidn de cada uno de los parametros en el
mutante (df/df) respecto del tipo salvaje (wt/wt). Distintos superindices suponen diferencias

significativas (P valor < 0,05).

A primera vista, la diferencia entre la planta tipo salvaje y el mutante es muy clara, ya que las

variaciones en longitud y tamafio de los érganos se observan a nivel visual. En la figura 14 se
representan los resultados de andlisis estadistico para pardmetros del crecimiento vegetativo.
Visualizando los datos de peso fresco (Figura 14a), se ve que el peso fresco radicular es menor en el

heterocigoto, mientras que el peso fresco de la parte aérea es menor en el mutante. En cuanto al peso
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seco, existen diferencias entre las plantas de fenotipo salvaje y el mutante, tanto en la raizcomo en la
parte aérea. La mutacién resulta en un incremento del peso seco de la raiz y un menor peso seco de la
parte aérea (Figura 14b). En la figura 14c se presentan los resultados relativos al nimero de hojas y
longitud de la parte aéreay la parte radicular. Mientras se detecta que el numero de hojas es mayor
en el mutante y la longitud de la parte aérea es menor, es en el heterocigoto donde la raiz alcanza

mayor tamafio (Figura 14c).

Como consecuencia de estas diferencias, se observa una reduccién respecto al tipo salvaje
(wt/wt) de hasta un 45,6% y 20,4% en las longitudes medidas respectivamente (figura 14d). Esta
disminucién también se ve reflejada de forma significativa en el peso de la parte aérea (figuras 14ay
14d); se puede ver que en fresco existe una reduccion en torno al 19,2% y de un 27,1% en seco (figura

14d), mientras que el peso de la raiz (fresco y seco) se incrementa con respecto al tipo salvaje.

4.3.2. Crecimiento de drganos vegetales

Para comparar como evolucionan los drganos vegetales se llevd a cabo el seguimiento cada
dos dias del crecimiento de hojas jovenes y de flores tanto masculinas como femeninas hasta el

momento de antesis en plantas mutantes y tipo salvaje.

Crecimiento de hojas

En la figura 15 se representa el efecto de la mutacidn sobre el desarrollo foliar, estudiando el
crecimiento del pedicelo, y del ancho y largo del limbo de la hoja en 10 hojas de genotipo mutante
(df/df) y en otras 10hojas de genotipo salvaje (wt/wt), cuyo tamafio de partida en T, fue de 3 cm en
ambos casos. Las hojas en el mutante tienen una forma mds redondeada, esto es, alcanzan una
anchura de 88,89 mm, similar al valor que alcanza la longitud del limbo de 82,33 mm a tiempo Tio,

mientras que para el WT no se mantiene dicha relacién.

El crecimiento del limbo de la hoja en el WT se acelera a partir de Ts, pasando de 116,10 mm
de longitud a 327,70 mm de longitud en Tio, al igual que ocurre con la anchura que pasa de 67,70 mm
de anchura a Ts, a medir 231,11 mm a Tio (Figuras 15d, 15e). En cuanto a la longitud del pedicelo, el
WT comienza el desarrollo de la hoja de forma lineal (To a Ts) y posteriormente se acelera el
crecimiento (Ts aT1o). La tasa de crecimiento del pedicelo en la hoja mutante es bastante mas baja y
mientras que en el WT se alcanza los 324,00 mm a Tio, en el mutante no supera los 26 mm a (Figura
15cy).
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Figura 15. Crecimiento de la hoja en el mutante df y el tipo salvaje. (a): Hojas de tipo salvaje (wt/wt).
(b): Hojas de tipo mutante (df/df). (c): Longitud de pedicelo. Expresado en centimetros. (d): Longitud
de limbo. Expresado en centimetros. (e): Anchura de limbo Expresado en centimetros.

Crecimiento de flores

Un total de 14 flores femeninas y 14 flores masculinas fueron seleccionadas para el
seguimiento de su crecimiento en las plantas de genotipo wt/wt, y otras tantas se seleccionaron para
plantas de genotipo df/df. Sin embargo, solo fue posible seguir el crecimiento de 6 flores femeninas y
7 masculinas en la linea mutante, debido a la alta propensién de aborto floral que presentaba. En ellas
se midid la anchura y longitud de la corola, asi como el tamafo del ovario en las femeninas y del

pedunculo en las masculinas.

Las medidas de las flores quedan representadas en la figura 16. Como se observa se produce
un incremento progresivo del tamafio floral, tanto en las flores del mutante como en las flores de las
plantas tipo salvaje. De forma general, se puede observar cémo ambos genotipos siguen una tendencia
similar, aumentando el tamanio de las flores hasta un maximo (figura 16). Este punto coincide con el
momento de antesis o apertura floral, a partir del cual la corola se cierra y muere. A medidas mas
tempranas, tanto el tipo salvaje como el mutante parecen seguir el mismo ritmo hasta un instante a
partir del cual el tipo salvaje dispara el crecimiento de la flor, lo cual se puede ver reflejado en el

tamafio de la corola principalmente (Figura 16cy d). De esta forma, aunque ambos genotipos parecen
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llegar simultdneamente a antesis, la linea mutante detuvo el crecimiento de la flor de forma anticipada,

generando asi flores de tamanio significativamente mas pequefias que las flores control (Figura 12).
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Figura 16. Efecto de mutacion de en la tasa de crecimiento de flores en el mutante df. (c): Longitud de
la corola. Expresada en milimetros. (d): Anchura de la corola. Expresada en milimetros. (e): Longitud
de ovario. Expresada en milimetros. (f): Anchura de ovario. Expresada en milimetros. (g): Longitud de
pedunculo en flores masculinas. Expresada en milimetros.

Estos resultados también se ven reflejados en el tamaiio del ovario en flores femeninas.
Observando las figuras 16ay b vemos cdmo el ovario en las mutantes crece notablemente menos y de
una forma mas lenta y progresiva en comparacién con el ovario de las tipo salvaje. En flores masculinas,
el efecto mutante es enormemente apreciable, ya que el tamaiio del pedinculo apenas cambia desde
las primeras medidas (Figura 16c).

4.3.3. Tratamiento con brasinoesteroides

Mediante este ensayo se evalud el efecto de la aplicacion exdgena de brasinoesteroides en el
crecimiento de plantas mutantes (df/df). Se aplicaron dos concentraciones 0,2 y 2 uM, ademas de un
control O uM. Para evaluar el impacto de los brasinoesteroides se marcaron hojas de tamafio entre 2,5
y 3 cm en las distintas plantas. Tras siete dias de tratamiento, las hojas seleccionadas fueron medidas
para la longitud del limbo y la longitud del peciolo. En la figura 17 se puede apreciar que, aunque los
tratamientos no consiguieron el efecto de incrementar el tamafio del limbo o el peciolo de la hoja de
forma significativa, ambos tratamientos resultan en un incremento del valor medio, con respecto al
control, pero sin ser significativo. Ademas, entre ambos tratamientos tampoco resultan diferencias
muy relevantes. En otras especies se ha descrito que el efecto de la aplicacion exdgena de
brasinoesteroides en mutantes deficientes es muy sutil y no se observan grandes cambios (Zhang et
al.,, 2021). Por lo que, a pesar de no observar cambios significativos, es claro el efecto sobre el
incremento de tamafio de la hoja. Puesto que el estudio fue realizado sobre planta con 10 o mas hojas

de desarrollo serd necesario contrastar los resultados en planta joven y con otras dosis de tratamiento.
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Figura 17. Pardmetros de crecimiento evaluados en el mutante (df/df) tras el tratamiento con

brasinoesteroides a concentraciones de 0,2 y 2 mM. (a): Longitud del limbo. Expresada en milimetros.
(b): Longitud del pedicelo. Iguales superindices no suponen cambios significativos (P valor > 0,05).

28



> 5
experimentales

5. DISCUSION

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la caracterizacién y evaluacién de la mutacién
responsable del fenotipo enano en la linea mutante de Cucurbita pepo. Esta linea fue detectada en la
colecciéon de mutantes desarrollada para la mejora del calabacin (Garcia et al., 2018). La mutacién,
denominada en este trabajo como df, consiste en un cambio puntual de una guanina (G) por una
adenina (A) en el gen de la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa, implicado en la ruta de biosintesis
de brasinoesteroides. Esta variacién origina en las plantas mutantes alteraciones que afectan al
crecimiento vegetativo, dando lugar a una planta enana y muy compacta, tanto a nivel vegetativo

como nivel reproductivo.

En lo referente al mutante df objeto de estudio, otros mutantes de la ruta biosintética de los
brasinoesteroides también han sido ya identificados y caracterizados en otras especies, como es en
tomate o arroz (Wang et al., 2017a). El primer mutante de deficiencia en brasinoesteroides en tomate
se denomind extreme dwarf (dx) debido al fenotipo enano severo que mostraba al ser una mutacion
de falta de funcion (Bishop et al., 1996). También en Arabidopsis, donde se han encontrado varios
mutantes deficientes en la ruta de biosintesis de brasinoesteroides (Asamiy Yoshida, 1999) como son
dwarf1 (Choe et al.,1999a), cbb3 (Kauschmann et al., 1996), dwarf4 (Choe et al.,1998) o dwarf7 (Choe
et al.,1999b) entre otros. Sin embargo, en cucurbitaceas muy pocos mutantes de este tipo han sido
encontrados hasta el momento, pero entre los que se encuentran los mutantes enanos scp-1 y scp-2
(Wang et al., 2017a; Hou et al., 2017) o cpa (Zhang et al., 2021) caracterizados de forma reciente en
pepino (Cucumis sativus). Todos estos datos sugieren que el mutante enano detectado en calabacin

esta afectado en la ruta de biosintesis de los brasinoesteroides.

El estudio de la segregacion del caracter en una poblaciéon BC;S;, indicéd que se trata de un
caracter controlado por un solo gen recesivo, sélo las plantas de genotipo df/df muestran fenotipo
enano. Otros mutantes de la ruta de biosintesis de brasinoesteroides en Arabidopsis, como son los
mutantes dwf4 (Azpiroz et al., 1998 ; Choe et al., 1998) y dwf7-1 (Choe et al., 1999b; Cheon et al., 2010)
y el mutante scp-1 de pepino también estdn controlado por un solo gen recesivo (Wang et al., 2017a).
Dentro de la coleccién de C. pepo (Garcia et al., 2018) se ha identificado diversos modos de herencia
para las mutaciones detectadas. Entre ellos, se ha podido identificar como recesivo el mutante acola,
implicado en la biosintesis del etileno y responsable del desarrollo de frutos partenocarpicos (Cebrian
et al., 2021), y el mutante lox3a, implicado en la ruta de biosintesis de jasmonatos (Cebrian, 2022). De
caracter dominante se ha detectado la mutacién etrla-1 de insensibilidad a etileno (Garcia et al.,
2020a), mientras que los mutantes etrla, etr2b y etrlb también de insensibilidad a etileno, han sido

reconocidos como semi-dominantes (Garcia et al., 2020a,b).

Por otro lado, los resultados de cosegregacion entre la mutacién detectada por BSA-seq y 309
plantas genotipadas, apoyan que la mutacién causante del fenotipo es la presentada en este TFG.
Aungue la mutacién no causa una sustitucién aminoacidica de impacto, la localizacién de la variante
en el extremo 3" del sexto intrén del gen, indica que podria estar afectado respecto al procesamiento
de los intrones. En este sentido, y en esta misma coleccion de mutantes, ya se ha detectado otro

mutante con cambios en el sitio de splicing. El mutante /lox3a (Cebrian, 2022), presenta una mutacion
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en el extremo 5° del exdn 6 de el gen LIPOXIGENASA3A (Cp4.1LG12g09270.1) de biosintesis de acido
jasmodnico. La mutacién causa un acortamiento del transcrito que da lugar a una proteina con un codén

stop prematuro (Cebrian, 2022).

Los ensayos realizados en la segunda parte de este TFG se focalizaron principalmente en la
caracterizacién fenotipica de la poblacidn segregante del mutante enano. Se trata de un mutante que
presenta una arquitectura de planta pequeia y robusta. Posee flores y peciolos de tamafio reducido y
engrosado, ademas de hojas pequefias redondeadas y oscuras que presentan un pedicelo muy
acortado y grueso en proporcion al tamano total de la hoja. Las flores que genera se caracterizan por
ser pequefias y escasas, con ovarios y corolas acortados en el caso de las flores femeninas, y con
pedunculos reducidos en las masculinas. En general, no se producen en gran cantidad, sin embargo, el
numero de flores correctamente desarrolladas es destacablemente mayor en las masculinas que en
las femeninas, y ademas, se caracteriza por presentar flores con una tasa abortiva muy elevada (datos
no presentados). En este sentido, tratamientos realizados sobre esta especie con el bloqueador de la
biosintesis de brasinosteriodes, brassinazole, indican que los brasinoesteroides podrian regular la
induccion de la fase femenina en C. pepo, aunque su efecto seria menor que el de etileno (Manzano
et al.,, 2011). En pepino la aplicacion del epibrassinolide promueve una floracion femenina mas
temprana y mayor (Papadopoulou y Grumet, 2005).

Ademads, se ha evaluado el desarrollo vegetativo de las plantas. La mutacién produce
alteraciones en el peso fresco (de forma no significativa) y seco de la raiz, mayor en el genotipo df/df,
gue en los genotipos wt/wt y wt/df, aunque en tamafio, la raiz de los mutantes resulta ser la menor
de estos tres . Respecto a la parte aérea, tanto en fresco como en seco, el mutante presentaba el
menor de los pesos entre los tres genotipos, aunque aumenta el nimero de hojas. Estas caracteristicas,
asi como el menor crecimiento de las hojas son caracteristicas observadas en otros mutantes de
brasinoesteroides previamente caracterizados en Arabidopsis (Azpiroz et al., 1998; Choe et al., 1999a;
Choe et al., 2000). Asimismo, el tamafo de los drganos florales es menor con respecto al fenotipo
salvaje. Respecto al crecimiento de las flores, al inicio del desarrollo, las flores de ambos fenotipos
crecen al mismo ritmo, sélo al final del desarrollo de las flores de tipo salvaje se observa una
aceleracién del crecimiento en estas, pero no en el mutante. Por esto, las flores del mutante alcanzan
antesis a mayor tamafio. Todos estos aspectos, tanto de morfologia foliar y floral, también se
mantienen en mutantes cpa, scp-1y scp-2 de pepino (Zhang et al., 2021; Wang et al., 2017a; Hou et
al.,, 2017), que mostraban hipocodtilos mas cortos, hojas mas oscuras y reducidas con peciolos

acortados, y una produccidon normal de flores masculinas a excepcién de su tamafio enano.

Por ultimo, con el objeto de comprobar si el tratamiento con brasinosterioides podia recuperar
el fenotipo, se realizaron aplicaciones con la forma activa de BR, 24-epibrassinolide (EBR) a dos
concentraciones. Dado que no se conocen numerosos antecedentes de trabajos de este tipo, el estudio
llevado a cabo en C. pepo por Tao et al. en 2015, por el que se evalué la susceptibilidad del morfotipo
Zucchini ante el virus CMV (cucumber mosaic virus) tras la aplicacion exdégena de EBR a una
concentracidn efectiva de 0,2 uM, fue tomado como referencia para la preparacién de las diferentes

concentraciones a realizar. Se optd por realizar un tratamiento a esta concentracion (0,2 uM) y diez
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veces mayor (2 uM) . Ademads, estas mismas concentraciones fueron las empleadas para estudiar el
efecto de la aplicacion exdgena de brasinosteriodes en un mutante de pepino cuya mutacidn también
se localiza sobre la 7-dehidrocolesterol reductasa (Zhang et al., 2021). De este modo, seis plantas del
genotipo df/df para cada tratamiento y el control se trataron diariamente y se evaluaron al finalizar.
Aungue los resultados no arrojaron cambios significativos en el crecimiento de las hojas, si se observé
cierto incremento en el tamafio. Estos resultados son similares a otros obtenidos sobre mutantes de
brasinoesteroides, en los que la aplicacidon exdgena causa una recuperacion parcial del fenotipo
salvaje, tal y como ocurria en los mutantes de Arabidopsis anteriormente mencionados (Azpiroz et al.,
1998 ; Choe et al., 1998; Choe et al., 1999a; Choe et al., 1999b; Cheon et al., 2010)

La mutacidon df de la linea 2307 es caracterizada por una alteracién provocada por una
transicion de una guanina (G) por una adenina (A) en el gen que codifica para la enzima 7-
dehidrocolesterol reductasa, tal y como ocurre en el mutante dwf5 de Arabidopsis, el cual es conocido
por ser deficiente en el paso de 5-dehidroepisterol a 24-metilen-colesterol, y que es catalizado por una
enzima esterol A’-reductasa (S7R) (Choe et al. 2000). El mutante cpa recientemente identificado en
pepino también resulta en la alteracién de la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa (Zhang et al.,
2021). El mutante cpa (compact plant architecture) se trata de un mutante identificado en una
poblacién EMS de C. sativus que se caracteriza por presentar un fenotipo enano muy extremo, con
internodos y peciolos acortados y hojas pequefias, oscuras y arrugadas. En este trabajo (Zhang et al.,
2021) se llevo a cabo, ademas, el estudio y evaluacidn de las plantas ante la aplicacién exdgena de EBR
a concentraciones de 0, 0,2 y 2 uM, en el que se demostrd una clara reversién del fenotipo, aunque
también de forma parcial, tal y como ocurre en el caso del mutante df objeto de estudio en este TFG.
Como menciona Zhang et al. (2021), esta recuperacion de forma parcial podria deberse a que la
mutacion afecta en la ruta general de biosintesis de fitoesteroles, no en la ruta especifica para BR,
sefialando que el desarrollo vegetal no es dependiente completamente de BR, sino de la actividad de
otros fitoesteroles. También cabe destacar que el éxito logrado de este experimento no es tanto la
concentracién que es aplicada, sino la edad de las plantas seleccionadas para el estudio. Es por ello,
que para el mutante df no se pudieran conseguir los resultados del todo esperados, ya que dicho
tratamiento fue iniciado en plantas relativamente mayores, mientras que, en Zhang et al., (2021) se
comenzé el tratamiento a partir de plantulas jévenes. De esta forma, dado que este Ultimo ensayo no
ha logrado resultados concluyentes, se llevard a cabo una repeticidn de este experimento sobre
plantas mds jévenes y con las mismas concentraciones, aprovechando la experiencia y resultados

obtenidos en este TFG.

31


javascript:;
javascript:;

Koy %
experimertales

6. CONCLUSIONES

PRIMERA: El fenotipo enano detectado en una caracterizacién en planta adulta de una coleccion EMS

de calabacin segrega para un Unico gen recesivo.

SEGUNDA: Los resultados del genotipado sobre una poblacién segregante con mas de 300 plantas,
indican que la mutacidn causal del fenotipo enano es un cambio tipo SNP, resultado de una transicién
de una guanina (G) por una adenina (A) en el gen que codifica para la enzima 7-dehidrocolesterol

reductasa, perteneciente a la ruta de biosintesis de los brasinoesteroides.

TERCERA: La mutacién causa un fenotipo de enanismo que afecta tanto al desarrollo vegetativo, como
al desarrollo sexual. Las plantas mutantes presentan un crecimiento menor, con menor tamafio de
hoja y volumen de planta. Las flores del mutante, tanto masculinas, como femeninas también se

caracterizan por tener un menor tamaiio.

CUARTA: Al igual que otros mutantes afectados en la ruta de los brasinoesteroides, el mutante df
muestra una respuesta positiva y parcial a la aplicacién exdgena de brasinoesteroides. No obstante, la

edad de la planta podria ser un condicionante para la respuesta a la aplicacion exdgena.
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