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RESUMEN 

 
 

"La mayoría de las ideas fundamentales de la ciencia son 
esencialmente sencillas y, por regla general pueden ser 

expresadas en un lenguaje comprensible para todos"  
Albert Einstein 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Resumen 

 

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo realizados en frutos de 
tomate que tienen modificada la ruta de síntesis de flavonoides como 
consecuencia del silenciamiento del gen CHALCONA SINTASA (CHS) han 
mostrado que los flavonoides son los principales responsables de la rigidez 
de la cutícula lo cual provoca una mayor fragilidad de ésta ante la presión 
interna que soporta durante el crecimiento del fruto y consecuentemente, se 
produce un mayor agrietado y/o microrrayado. De ahí que el principal 
objetivo de este trabajo haya sido avanzar en el conocimiento de la ruta de 
síntesis de flavonoides en la planta de tomate y, más concretamente, estudiar 
la interacción de estos compuestos con la cutícula del fruto y su repercusión 
en la calidad.  

En primer lugar, con el objetivo de conocer el patrón de expresión en la 
planta de tomate a lo largo del desarrollo, se seleccionaron tres familias de la 
ruta de biosíntesis de flavonoides. Las familias génicas seleccionadas fueron 
CHS, CHI y F3H mientras que los diferentes tejidos elegidos fueron fruto, 
hoja y raíz, material que se recolectó en diferentes estadios de desarrollo 
(cuatro estadios para fruto y dos estadios para hoja y raíz). En el caso del 
fruto es destacable la expresión en el epicarpo en estadio pintón de los genes 
CHS2, CHS1 y CHI4 presentando éstos valores muy superiores en 
comparación con el resto de los genes. En cuanto a la expresión de la familia 
F3H en fruto, destacó la expresión de los genes F3H1 y F3H2 al inicio del 
desarrollo. Al igual que en el fruto, en la hoja vuelven a ser los mismos genes 
los que presentaron una alta expresión mientras que en la raíz los genes 
CHS2, CHI6, CHI7, F3H2 y F3H4-FLS fueron los que mostraron los valores 
de expresión más altos. Adicionalmente se realizó una comparación entre el 
cálculo de las eficiencias de los cebadores obtenidas mediante la recta de 
calibrado con las obtenidas mediante las curvas de amplificación con el 
programa LinReg siendo los valores de ambos métodos bastantes similares.  

Debido a la importancia que tienen los flavonoides en la dieta animal 
muchos trabajos se han centrado en intentar mejorar las propiedades 
nutricionales de los frutos modificando tanto la cantidad como el tipo de 
flavonoide. Estos estudios han mostrado que dicha modificación afecta a 
otros parámetros y características del fruto como, por ejemplo, la resistencia 
a patógenos (Botrytis cinerea), la vida poscosecha debido a cambios en la 
permeabilidad de la cutícula, el agrietado y a la cantidad de la cutícula. Para 
conocer la relación entre las rutas de síntesis de flavonoides y de la cutícula 
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se llevó a cabo un estudio de la expresión de genes claves de ambas rutas 
junto con una caracterización anatómico-fisiológica en plantas que 
sobreexpresan el gen CHALCONA ISOMERASA de petunia y en plantas que 
sobreexpresan dicho gen junto al gen FLAVONA SINTASA II de gerbera 
modificando así el perfil de flavonoides a nivel de planta completa. Este 
estudio permitió comprobar cómo la variación en la cantidad y el tipo de 
flavonoides acumulados llevó asociados cambios en el peso y la calidad, 
tanto externa como interna, del fruto. Los cambios en la calidad externa 
fueron debidos a las variaciones en la morfología y la composición química 
de la cutícula, las cuales conllevaron variaciones en las propiedades 
mecánicas de la misma aumentando su fragilidad ante la presión interna 
durante el crecimiento del fruto. Además, con la modificación de la ruta de 
síntesis de los flavonoides aumentó la cantidad de cutícula. Dicho aumento 
no pudo asociarse con cambios en la expresión de ninguno de los genes 
conocidos relacionados con la cutícula con la excepción del factor de 
transcripción MYB41. Por otro lado, se ha comprobado que la 
chalconaringenina fue el único flavonoide que se acumuló en la cutícula del 
fruto de tomate durante la maduración.  

Paralelamente, se estudió la influencia del nitrógeno en el metabolismo de 
los flavonoides y su relación con la cutícula. Para ello se cultivaron las 
plantas con tres soluciones de riego que difieren en el aporte de nitrógeno. Se 
ha podido comprobar con este estudio que el cultivo de plantas de tomate con 
un menor aporte de nitrógeno estuvo asociado a un aumento de la cantidad de 
flavonoides en la cutícula y a una mejora en la calidad externa del fruto al 
disminuir la tasa de agrietado sin afectar a la calidad interna o a la 
producción. La disminución del suministro de N tendría dos efectos 
inmediatos asociados al cultivo del tomate: contribuiría de manera 
significativa a la reducción de los desechos de aguas nitrogenadas, 
reduciendo notablemente la contaminación de las aguas y los suelos, y 
disminuiría el coste de producción.   
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El cultivo de tomate 

Taxonomía y origen de la especie 

El tomate cultivado (Solanum lycorpersicum L.) es una planta 
dicotiledónea perteneciente a la familia Solanaceae que incluye más de 3000 
especies, algunas de gran importancia económica, como la patata, el 
pimiento, la berenjena, petunia o el tabaco (Foolad, 2007). El género 
Solanum es el más numeroso de esta familia, con unas 1500 especies (Peralta 
et al., 2008). 

La clasificación taxonómica del tomate ha ido cambiando a lo largo de los 
años. Desde la introducción de la planta de tomate en Europa, los botánicos 
reconocieron su relación con el género Solanum. Anguillara en 1561 
identificó el tomate como la planta descrita por Galeno en el siglo II 
denominada Lycopersicon (Peralta y Spooner, 2006). Más de un siglo 
después, fue Tournefort (1694) el primero en considerar que el tomate 
cultivado no pertenecía al género Solanum y lo encuadró en uno distinto al 
que denominó Lycopersicon, siguiendo el nombre previamente asignado por 
Anguillara. Sin embargo, Linneo (1753) en su obra Species Plantarum, y en 
contra de la tendencia de la época, clasificó al tomate dentro del género 
Solanum bajo el nombre de Solanum lycopersicum. Un año después, Miller 
(1754), siguiendo el criterio de Tournefort, definió formalmente el género 
Lycopersicon, aunque no fue hasta 1768 que clasificó el tomate como 
Lycopersicon esculentum al definir la especie tipo. Recientemente se ha 
revisado la clasificación del tomate en base a datos morfológicos y 
moleculares y se ha vuelto a colocar dentro del género Solanum, como ya 
hizo en su día Linneo (Spooner et al., 2005; Peralta et al., 2006). 

Las especies silvestres emparentadas con el tomate cultivado se agrupan 
en la sección Lycopersicon formando un clado (Peralta y Spooner, 2005). 
Dentro de esta sección se incluyen 12 especies silvestres (Peralta et al., 2008) 
entre las que se distinguen tres de fruto rojo, Solanum pimpinellifolium L., 
Solanum galapagense S. C. Darwin & Peralta y Solanum cheesmaniae (L. 
Riley) Fosberg, estas dos últimas endémicas de las islas Galápagos, y nueve 
de fruto verde. Las especies de fruto verde son Solanum pennellii Correll, 
Solanum habrochaites S. Knapp & D. M Spooner, Solanum chilense (Dunal) 
Reiche, Solanum huaylasense Peralta, Solanum peruvianum L., Solanum 
corneliomulleri J. F. Macbr., Solanum arcanum Peralta, Solanum 



Introducción 

 

4 

 

chmielewskii (C. M. Rick et al.) D. M. Spooner et al., y Solanum neorickii D. 
M. Spooner et al. 

Las especies de la sección Lycopersicon se localizan principalmente en la 
región andina que comprende desde el sur de Colombia al norte de Chile y 
desde la costa del Pacífico (incluidas las islas Galápagos) a las estribaciones 
orientales de los Andes, incluyendo Colombia, Ecuador, Perú, Bolivia y 
Chile (Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995). Aún hoy no está claro dónde tuvo 
lugar la domesticación del tomate aunque dos son las hipótesis más aceptadas 
al respecto. Por un lado, deCandolle (1886) sostenía que fue Perú el lugar de 
domesticación basándose en criterios botánicos, históricos, filológicos y 
arqueológicos. Por otro, Jenkins (1948) entendía que México era el centro de 
origen basándose en que no había evidencias de domesticación precolombina 
del tomate en Sudamérica pero sí amplias en México. Adicionalmente argüía 
que el vocablo tomatl (nombre náhuatl del tomate) estaba integrado en la 
cultura azteca. No obstante, hay que tener en cuenta que este vocablo lo 
empleaban los aztecas para referirse de modo genérico a plantas con frutos 
globosos o bayas y sobre todo a Physalis philadelphica Lam. o tomate de 
cáscara (Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995; Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y 
Causse, 2012). El estudio comparativo de entradas de tomate procedentes de 
México y Sudamérica ha mostrado que comparten isoenzimas (Rick y 
Forbes, 1975) y marcadores moleculares similares (Villand et al., 1998), lo 
que no apoya la hipótesis mexicana si bien tampoco se considera una 
evidencia concluyente a favor de la hipótesis peruana (Bauchet y Causse, 
2012). Actualmente se considera que el lugar de domesticación del tomate no 
está resuelto y que podría haberse dado una domesticación independiente en 
ambas regiones (Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y Causse, 2012). 

Tradicionalmente se ha considerado que la forma ancestral del tomate 
cultivado es muy probablemente S. lycopersicum var. cerasiforme (Alef.) 
Voss, el cual crece espontáneamente en las regiones tropicales y 
subtropicales de América (Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995). Empero, el 
estudio genético de esta variedad mostró que la mayoría de las entradas son 
una mezcla de tomates silvestres y cultivados en vez del ancestro de las 
formas cultivadas (Nesbitt y Tanksley, 2002; Peralta et al., 2008). Más 
recientemente se ha realizado un estudio de variabilidad genética empleando 
numerosas entradas de S. lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme y S. 
pimpinellifolium, la especie silvestre más cercana al tomate cultivado (Blanca 
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et al., 2012). Los resultados indican que un gran número de entradas de la 
variedad cerasiforme son una mezcla entre el tomate cultivado y S. 
pimpinellifolium; no obstante, aquellas que no son mezclas podrían ser 
similares al ancestro a partir del cual se originó el tomate cultivado. Así, los 
autores proponen una hipótesis de domesticación en dos tiempos, con una 
predomesticación que habría tenido lugar en la región andina seguida de una 
auténtica domesticación en Mesoamérica (Blanca et al., 2012). 

El primer contacto de los europeos con el tomate fue posiblemente tras la 
toma de Tenochtitlán en 1521 por Hernán Cortés. El tomate ya formaba parte 
de la dieta y cultura aztecas y pocos años después, las crónicas indican que 
también pasó a formar parte de la dieta de los españoles que vivían en el 
Nuevo Mundo. El tomate se introdujo en Europa poco después de la 
conquista de México; en 1544 Pietro Andrea Mattioli menciona el consumo 
de tomate en Italia. Este consumo se desplazó lentamente hacia el Norte de 
Europa, donde hasta bien entrado el siglo XVII se empleaba tan sólo como 
planta ornamental debido a su proximidad botánica con plantas venenosas 
como la belladona y la mandrágora. El desarrollo de programas de mejora 
para la obtención de variedades con distintos tamaños y formas se inició en el 
siglo XIX y el cultivo ganó en importancia económica (Bauchet y Causse, 
2012) ayudado también por el establecimiento de nuevas rutas de 
comercialización y nuevas colonias que permitieron su expansión mundial 
(Díez y Nuez, 2008). 

 
Importancia económica 

El tomate es una hortaliza de gran importancia a nivel mundial en cuanto 
a su cultivo, producción y comercio. Según los últimos datos publicados por 
FAOSTAT (División de estadística de la Organización de las Naciones 
Unidas para la Alimentación y la Agricultura) el tomate ocupa el quinto lugar 
entre las hortalizas de mayor producción en el mundo y el segundo de 
acuerdo con su valor de mercado (FAOSTAT, 2013; http://faostat3.fao.org). 
La producción mundial de tomate en el año 2013 alcanzó los 164 millones de 
toneladas. El principal país productor de tomate fresco fue China, ocupando 
España el noveno puesto con una producción de 3.683.600 toneladas y un 
valor de mercado que superó los 1.300 millones de dólares internacionales 
(Tabla I-1). España fue el tercer país exportador de tomate con 1.004.009 t, 
por detrás de México y los Países Bajos (FAOSTAT, 2013). 
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Tabla I-1. Clasificación de los principales países productores de tomate en 2013. Se 
indica la producción (toneladas) y su valor (dólares internacionales*). Datos 
tomados de FAOSTAT (http://faostat3.fao.org). 

País Producción (t) Valor producción ($Int*) 
China 50.552.200 18.682.273.240 
India 18.227.000 6.736.043.030 

Estados Unidos 12.574550 4.647.101.000 
Turquía 11.820.000 3.712.971.760 
Egipto 8.533.803 3.153.786.370 

Irán 6.174.182 2.281.755.400 
Italia 4.932.463 1.822.860.760 
Brasil 4.187.646 1.547.603.210 

España 3.683.600 1.305.891.350 
México 3.282.583 1.231.124.500 

*Un dólar internacional ($Int) es una unidad monetaria hipotética calculada por el 
Banco Mundial a partir de la paridad del poder adquisitivo. 
 

Tabla I-2. Clasificación de los principales cultivos hortícolas producidos en España 
en 2013. Se indica la producción (toneladas) y su valor (dólares internacionales*). 
Datos tomados de FAOSTAT (http://faostat3.fao.org). 

Cultivos Producción (t) Valor producción ($Int*) 
Aceituna 9.250.000 6.306.176.690 

Trigo 7.602.600 230.771.950 
Uva 7.480.000 4.275.695.160 

Tomate 3.683.600 1.305.891.350 
Naranja 3.394.100 655.936.980 

Remolacha 2.468.700 106.188.660 
Patata 2.199.600 329.055.440 

Mandarina 2.198.900 543.176.680 
Melocotón 1.329.800 723.963.070 

Cebolla 1.186.600 249.225.160 
*Un dólar internacional ($Int) es una unidad monetaria hipotética calculada por el 
Banco Mundial a partir de la paridad del poder adquisitivo. 

 

A nivel nacional, en 2013 el tomate ocupó el cuarto puesto dentro de los 
principales cultivos en cuanto a producción y el tercero en cuanto al valor de 
su producción, tan sólo por detrás de productos como la aceituna y la uva 
(Tabla I-2). Igualmente, el tomate fue el cuarto producto exportado a nivel 
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español con una producción de 1.004.009 t (FAOSTAT, 2013; 
http://faostat3.fao.org). 

La superficie destinada al cultivo del tomate en España alcanzó en 2015 
las 43.097 ha con una producción media de 84.775 kg/ha (MAGRAMA, 
Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente, 
http://www.magrama.gob.es/). Extremadura y Andalucía fueron las 
comunidades autónomas que mayor superficie dedicaron con 21.832 y 
13.928 ha, respectivamente. En Extremadura la mayor parte de la superficie 
de cultivo estuvo destinada al tomate de industria mientras que Andalucía 
lideró el cultivo en campo y en invernadero con 1.590 y 3.561 ha, 
respectivamente. 

En el ámbito de la investigación la planta de tomate se ha convertido en 
un organismo modelo para el estudio de frutos de tipo baya, tanto en estudios 
básicos como aplicados. Esto ha ocurrido merced a una serie de 
características relacionadas con su fisiología y su genética. El tomate 
presenta un ciclo de vida relativamente corto y es insensible al fotoperiodo 
durante la floración, lo que le permite producir semillas independientemente 
de las condiciones de luz. Además, presenta una elevada tolerancia a un 
amplio rango de condiciones ambientales, lo que permite el estudio del efecto 
de diferentes estreses abióticos. Al ser una planta autógama tiende fácilmente 
a la homocigosis, lo cual permite una fácil detección de mutaciones 
recesivas, además de hibridar bien en condiciones controladas. Posee un 
genoma relativamente pequeño, 900 megabases, recientemente secuenciado 
(The Tomato Genome Consortium, 2012), con escasa duplicación génica. A 
estas características hay que sumar su facilidad para propagarse asexualmente 
a través de esquejes o de injertos (Bergougnoux, 2014). Adicionalmente, los 
esfuerzos que se han dedicado a recolección y conservación de germoplasma 
han permitido que actualmente haya más de 83.000 entradas de tomate 
conservadas en bancos de semillas (FAO, 2010). A esto hay que añadir la 
existencia de una amplia colección disponible de mutantes, espontáneos e 
inducidos, que constituye una fuente de recursos importante para la mejora 
así como para el estudio de la función de diversos genes (Lozano et al., 
2009). 

El avance en el diseño de marcadores acompañado de la generación de 
diferentes poblaciones procedentes de cruces intra- e interespecíficos, ha 
permitido también un rápido avance en la identificación de genes de interés y 
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su introducción en variedades de élite a partir de especies silvestres. Además, 
el desarrollo de mapas genéticos de alta densidad asegura que se ha 
examinado gran parte del genoma uniformemente, lo cual es muy importante 
cuando se trata de detectar e introducir caracteres cuantitativos (Foolad, 
2007). 

El uso del tomate como planta modelo ha permitido avanzar en el 
conocimiento de diversos aspectos relacionados con la anatomía (Gillaspy et 
al., 1993), el crecimiento y la maduración del fruto (Seymour et al., 2013), la 
composición y cambios estructurales de la pared celular (Lunn et al., 2013) 
así como en el desarrollo y propiedades de la cutícula vegetal (Domínguez et 
al., 2011a; Martin y Rose, 2014). Este último aspecto ha jugado un papel 
importante en el estudio del agrietado, una fisiopatía que aparece durante el 
desarrollo de algunos tipos de frutos y que provoca grandes pérdidas 
económicas (Dorais et al., 2004). 

 
Agrietado 

El agrietado o rajado de los frutos es una fisiopatía que afecta a diversos 
cultivos de fruto carnoso manifiestándose como una rotura del pericarpo 
durante el crecimiento y desarrollo o bien durante la maduración. Estas 
grietas suelen ir acompañadas de pérdida de agua, crecimiento de patógenos, 
o simplemente de una apariencia externa rechazada por los consumidores, lo 
que conduce al descarte de estos frutos y consecuentemente a pérdidas 
económicas considerables. Algunas de las frutas que se ven afectadas por esta 
fisiopatía son la manzana (Opara et al., 1997), la cereza (Andersen y 
Richardson, 1982), el pimiento (Aloni et al., 1998), el litchi (Huang et al., 
1999), la uva (Considine y Kriedmann, 1972), el melocotón (Williams et al., 
1992), los cítricos (García-Luis et al., 1994; Josan et al., 1995), el mango 
(Bally, 1999) y el tomate (Frazier y Bowers, 1947; Young, 1947), entre otras. 

El agrietado puede clasificarse en macro y microagrietado según la 
longitud y profundidad de las grietas. Así, el macroagrietado se caracteriza 
por la presencia de grietas de varios centímetros de longitud, que en los casos 
más severos pueden abarcar toda la longitud o anchura del fruto, y cuya 
profundidad puede atravesar todo el pericarpo y llegar al lóculo (Figura I-
1A). Dentro del macroagrietado algunos autores diferencian el agrietado 
concéntrico, con grietas circulares alrededor de la cicatriz peduncular, y el 
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radial, donde las grietas parten de la cicatriz peduncular hacia la pistilar 
(Dorais et al., 2004). En el caso específico del tomate, el macroagrietado 
puede aparecer durante el crecimiento y desarrollo del fruto, en cuyo caso las 
grietas suberifican para impedir la pérdida de agua y el crecimiento de 
microorganismos, y también durante la maduración. En este último caso las 
grietas rara vez suberifican y los tejidos internos quedan expuestos. El 
agrietado durante el crecimiento es frecuente en los tomates de tamaño 
mediano o grande mientras que el agrietado en la maduración es 
característico de los tomates de tipo cereza. 

            
Figura I-1. A, tomates en racimo agrietados. B, fruto de tomate 
microrrayado. C, imagen de microscopía electrónica de barrido donde se 
aprecian las microgrietas en la superficie de un fruto de tomate, barra 100 
µm. Fotografías Dra E. Domínguez. 

Por su parte, el microagrietado (también denominado microrrayado) 
afecta a la pared celular externa de la epidermis y, en los casos más severos, a 
las células epidérmicas e incluso alguna capa del colénquima (Emmons y 
Scott, 1998a). Las grietas suelen tener una extensión de milímetros, aunque la 
acumulación de microgrietas cercanas puede provocar la sensación visual de 
grietas más largas (Figura I-1B,C). Estas grietas pueden llegar a suberificar 
cuando la integridad celular se ve comprometida. En el caso del tomate suele 
aparecer durante la maduración, aunque en condiciones de alta humedad 
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relativa pueden manifestarse desde estadios iniciales del crecimiento del 
fruto. 

El agrietado se produce como consecuencia del fallo mecánico de los 
tejidos del fruto. La presión a la que se ven sometidas las células durante el 
periodo de expansión es superior a la resistencia mecánica de las paredes 
celulares para así favorecer el crecimiento (Considine y Brown, 1981). De 
igual manera, durante la maduración hay un ablandamiento de las paredes 
celulares que produce el debilitamiento mecánico de las mismas (Seymour et 
al., 2002), junto con un aumento de la presión interna procedente del lóculo 
(Almeida y Huber, 2001). Como consecuencia, los estreses mecánicos, que 
son siempre máximos en la superficie (Niklas, 1992), se transmiten 
directamente hacia la epidermis y la cutícula, de tal manera que se ha descrito 
una relación entre la composición de la cutícula, sus propiedades mecánicas y 
el agrietado (Matas et al., 2005; Domínguez et al., 2009; 2011b). De este 
modo, no sólo el ablandamiento de las paredes celulares contribuiría al 
agrietado (Thiagu et al., 1993) sino que además una falta de sincronía entre la 
expansión celular y la deposición de la cutícula podría contribuir también a la 
aparición de las grietas (Knoche et al., 2004; Knoche y Peschel, 2007a; 
Khanal et al., 2011). 

El agrietado del tomate es una fisiopatía compleja con una componente 
genética importante (Cuartero et al., 1981) además de una componente 
ambiental (Ohta et al., 1991). Diversos estudios genéticos parecen indicar 
que el agrietado es un carácter cuantitativo controlado, al menos, por dos o 
tres genes y que presenta además una heredabilidad baja (Young, 1959; 
Cuartero et al., 1981; Peet, 1992; Emmons y Scott, 1998b). Más 
recientemente, Hovav et al. (2007) identificaron Cwp1 (CUTICULAR 
WATER PERMEABILITY 1) un gen de S. habrochaites que al ser 
introgresado en el tomate cultivado produce microrrayado y una 
deshidratación rápida del fruto, pero que sólo se expresa en las especies 
silvestres de tomate de fruto verde.  

Con respecto a las condiciones ambientales, la temperatura y la humedad 
relativa se consideran los principales factores determinantes de la incidencia 
del agrietado (Dorais et al., 2004). Se postula que la elevada temperatura 
provocaría un aumento de presión en el interior del fruto favoreciendo su 
rotura (Corey y Tan, 1990, Peet, 1992). Por otro lado, otros autores asocian la 
elevada temperatura a una mayor radiación solar (Cockshull et al., 1992) que 
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aumentaría el contenido de fotoasimilados y la tasa de crecimiento del fruto 
ocasionando eventualmente el rajado de los mismos (Ehret et al., 1993; 
Emmons y Scott, 1997). En este sentido se ha demostrado una relación entre 
la velocidad de crecimiento del fruto de tomate y la tasa de agrietado 
(Domínguez et al., 2012). Por su parte, la elevada humedad relativa 
aumentaría el flujo de agua y solutos hacia el fruto favoreciendo el agrietado 
(Aloni et al., 1999; Leonardi et al., 2000; Demers et al., 2007). Se ha 
demostrado que las condiciones de elevada temperatura y humedad relativa 
afectan a la síntesis de cutícula (Domínguez et al., 2012) así como a sus 
propiedades biomecánicas, las cuales se ven comprometidas (Matas et al., 
2005). Concretamente, los flavonoides presentes en la cutícula han 
demostrado jugar un papel muy importante en su resistencia mecánica y la 
disminución del agrietado (Domínguez et al., 2009; España, 2012; España et 
al., 2014b). 

Algunas de las prácticas culturales que se han empleado para disminuir la 
incidencia del agrietado son el aumento de la conductividad eléctrica del 
agua de riego (López-Casado, 2006), la aplicación de calcio (Brown et al., 
1995; Lichter et al., 2002; Álvarez-Herrera et al., 2010) y la defoliación de 
las plantas para disminuir la humedad relativa y al mismo tiempo la 
velocidad de crecimiento de los frutos al reducir la disponibilidad de 
fotoasimilados (Ehret et al., 1993; Demers et al., 2007). 

 

La cutícula vegetal 

Composición, estructura y funciones 

La cutícula vegetal es una membrana de naturaleza fundamentalmente 
lipídica que se encuentra localizada en la parte superior de la pared celular 
externa de las células epidérmicas (Figura I-2) (Domínguez et al., 2011a). 
Está presente en los órganos aéreos de las plantas tales como hojas, tallos, 
frutos y diversas partes de las flores (pétalos, sépalos, estigma), estando 
ausente en las raíces. La cutícula aparece en estadios muy iniciales del 
desarrollo embrionario, habiéndose descrito la presencia de una capa lipídica 
en el zigoto (Bruck y Walker, 1985; Yang et al., 2008). También se ha 
descrito la presencia de cutícula rodeando la cubierta de la semilla (Molina et 
al., 2008; de Giorgi et al., 2015). 
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E.J.H. Corner (1964) describió la cutícula como una de las cuatro grandes 
«invenciones» de las plantas y suele considerarse que su aparición jugó un 
papel instrumental en la conquista de la tierra y del medio aéreo por parte de 
las mismas (Graham, 1993; Niklas, 2013). La presencia de cutícula ha sido 
principalmente estudiada en diversas especies de espermatofitas, sobre todo 
angiospermas, pero los estudios centrados en la cutícula de otros grupos de 
embriofitas son escasos. Hunneman y Eglinton (1972) se centraron en el 
estudio de individuos pertenecientes a los distintos grupos de gimnospermas 
e identificaron en todos los casos la presencia de una cutícula de naturaleza 
lipídica. Igualmente, se ha identificado la presencia de una cutícula de 
composición lipídica en individuos de los restantes grupos de embriofitas i.e., 
hepáticas, musgos, antoceros, licopodios y helechos (Hunneman y Eglinton, 
1972; Caldicott et al., 1975; Caldicott y Eglinton, 1976; Cook y Graham, 
1998; Graham et al., 2004). Estos resultados parecen indicar que la presencia 
de una cutícula es común a todas las embriofitas, si bien sería necesario 
estudiar un mayor número de especies e individuos. 

 
Figura I-2. A, microfotografía de un corte transversal de pericarpo de tomate inmaduro. En 
naranja se aprecia la cutícula teñida con Sudán IV. Barra 20 µm. B, imagen de microscopía 
electrónica de transmisión de la epidermis de un fruto de tomate inmaduro. cut: cutícula, pc: 
pared celular, ce: célula epidérmica. Barra 5µm. Imágenes tomadas de Domínguez et al. 
(2011a). 

La cutícula se ha clasificado tradicionalmente en función de su 
ultraestructura identificándose hasta seis tipos (Holloway, 1982; Jeffree, 
2006) dependiendo de la presencia o ausencia, intensidad y persistencia 
durante el desarrollo de estructuras laminadas y reticuladas. Así, en 
microscopía electrónica de transmisión, se pueden distinguir cutículas 
laminadas donde se alternan capas osmiofílicas con capas transparentes a los 
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electrones (ej. Beta vulgaris L.), cutículas reticuladas donde se observa 
material fibrilar osmiofílico con distinta orientación (ej. Malus pumila Mill.), 
cutículas amorfas donde no se observa ningún tipo de patrón (ej. Solanum 
lycopersicum L.) y combinaciones de las anteriores (ej. Apium graveolens 
(Mill.) Pers., Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Está por determinar si esta 
gran variedad de tipos estructurales tiene relevancia funcional y, de ser así, 
cuál sería (Jeffree, 2006). 

El grosor de la cutícula vegetal es muy variable, pudiéndose encontrar 
cutículas con menos de 0,03 µm y otras con más de 10 µm, y su peso puede 

oscilar entre los 20 y más de 3000 µg⋅cm-2 dependiendo de la especie, órgano 
y estadio del desarrollo (Heredia, 2003). Los mayores grosores y cantidades 
de cutícula suelen presentarse en frutos mientras que en hojas la cantidad por 
unidad de superficie es, por término general, menor y más delgada (Jeffree, 
2006). El grosor no es constante a lo largo de la superficie de un órgano, sino 
que disminuye en la zona central de las paredes periclinales de las células 
epidérmicas y se proyecta al interior en las paredes anticlinales (Figura I-2). 
La deposición de cutícula puede no limitarse a la pared celular externa y 
paredes anticlinales de las células epidérmicas, sino que, en algunos casos 
como el fruto de tomate, la cutícula puede llegar a impregnar las paredes 
celulares de una o varias capas de colénquima (Esau, 1977; Holloway, 1982). 

                       
Figura I-3. Esquema de un corte transversal de la cutícula 
vegetal. Imagen tomada de Domínguez et al. (2011a).  

La composición de la cutícula es heterogénea y presenta una disposición 
claramente anisotrópica (Figura I-3). La cutícula está formada principalmente 
por el biopolímero cutina, polisacáridos procedentes de la pared celular, ceras 
y compuestos fenólicos (Figura I-3) (Domínguez et al., 2011a). La cutina es 
el componente mayoritario, pudiendo llegar a constituir un 40-80% del peso 
de la misma. Se trata de un poliéster de estructura amorfa formado a partir de 

ceras epicuticulares 

ceras intracuticulares 

fenoles 

polisacáridos 

cutina 
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polihidroxiácidos grasos de cadena larga pertenecientes a las familias C16 y 
C18 (Domínguez et al., 2015a). En función de la longitud de cadena de los 
ácidos grasos mayoritarios que la componen se identifican tres tipos de cutina 
según pertenezcan a la familia C16, C18 o sean una mezcla de ambas. La 
Figura I-4 muestra la estructura química de los principales ácidos grasos de la 
cutina. El componente mayoritario de la cutina C16 es el ácido 10,16-
dihidroxihexadecanoico junto con su isómero posicional 9,16-
dihidroxihexadecanoico; sólo en algunos casos están presentes los ácidos 16-
hidroxi-10-oxo- C16 y 16-oxo-9 ó 10-hidroxi- C16. Por otro lado, las cutinas 
C18 están compuestas principalmente por los ácidos 18-hidroxi-9,10-
epoxioctadecanoico y 9,10,18-trihidroxioctadecanoico junto con sus 
homólogos monoinsaturados (Heredia, 2003). La planta modelo A. thaliana 

es un caso excepcional donde los ácidos α,ω-dicarboxílicos son los 
principales constituyentes de la cutina (Franke et al., 2005). En algunas 
especies se ha identificado la presencia de cután, otro polímero alifático 
procedente de ácidos grasos poliinsaturados unidos por puentes éter (Villena 
et al., 1999). El cután suele estar presente en combinación con la cutina (Nip 
et al., 1986a), salvo alguna excepción como B. vulgaris donde es el único 
polímero lipídico presente en la cutícula (Nip et al., 1986b). 

 
Figura I-4. Estructura química de los principales componentes de la cutina. Imagen 
tomada de Heredia-Guerrero et al. (2011). 

Las ceras son una mezcla compleja de diversos tipos de compuestos 
alifáticos de cadena larga tales como cetonas, alcoholes, hidrocarburos, 
ácidos grasos, ésteres así como terpenos y esteroides (Tabla I-3) (Hamilton, 
1995). La cantidad de ceras varía considerablemente entre especies, 
oscilando entre el 1% de la cantidad total de cutícula hasta más del 25% 
como en el caso de uva (Casado y Heredia, 1999). Se pueden distinguir dos 
tipos de ceras en función de su localización en la matriz de cutícula: las ceras 
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epicuticulares, depositadas en la superficie de la cutícula y que pueden 
presentar, dependiendo de la especie y órgano, estructuras cristalinas a modo 
de bastones, discos, escamas, etc. o bien ser amorfas (Jeffree, 2006), y las 
ceras intracuticulares, embebidas en la matriz de la cutícula (Jeffree, 2006) y 
consideradas las principales responsables de la resistencia al paso del agua, si 
bien, dependiendo de la especie y composición química, las ceras 
epicuticulares pueden contribuir de modo significativo (Jetter y Riederer, 
2016). 

Tabla I-3. Principales componentes de las ceras cuticulares. Modificada a partir de Heredia y 
Domínguez (2009). 

Componente Estructura química Rango 
Hidrocarbonos CH3(CH2)nCH3 C21 - C35 

Cetonas R1COR2 C25 - C33 
Alcoholes secundarios R1CH(OH)R2 C29 - C33 

β-dicetonas R1COCH2COR2 C27 - C33 
Monoésteres R1COOR2 C30 - C60 
Poliésteres  Mr 800-1500 

Alcoholes primarios RCH2OH C12 - C36 
Aldehidos RCHO C14 - C34 

Ácidos carboxílicos RCOOH C12 - C36 
Terpenos y esteroides  Ácido ursólico, oleanólico 
 

Los polisacáridos de la cutícula son principalmente celulosa y pectina 
(López-Casado et al., 2007) que provienen de la pared celular primaria y que 
quedan adheridos a la cutícula durante el proceso de formación de la misma. 
Finalmente, los compuestos fenólicos están formados principalmente por 
ácidos m- y p-cumárico, ferúlico, p-hidroxibenzoico y flavonoides, tales 
como la naringenina y la chalconaringenina (Hunt y Baker, 1980; Baker et 
al., 1982; Ju y Bramlage, 1999; España et al., 2014a). En el caso de la 
cutícula del fruto de tomate la proporción de estos compuestos fenólicos 
depende principalmente del estadio de desarrollo, alcanzando su máximo de 
acumulación en el fruto maduro (España et al., 2014a). En algunas 
gimnospermas como Araucaria bidwillii Hook. y Picea abies (L.) H. Karst. 
se ha detectado un dominio de lignina importante que puede llegar a 
representar hasta el 25% del peso total de la cutícula (Kögel-Knabner et al., 
1994; Reina et al., 2001). 
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El concepto de cutícula ha evolucionado a lo largo de los años, desde su 
primera descripción como una membrana extracelular a modo de barniz que 
recubre los tejidos vivos de las plantas (von Mohl, 1847) a la más reciente 
interpretación como parte integrante de la pared celular externa epidérmica 
que juega un papel importante en el desarrollo de los órganos y en el 
mantenimiento de la identidad epidérmica (Javelle et al., 2010a; Segado et 
al., 2016). La naturaleza fundamentalmente hidrofóbica de la cutícula hace 
que ésta desempeñe un papel fundamental en la protección frente a la pérdida 
de agua, regulando no sólo el intercambio de agua sino también de CO2 y 
solutos entre la planta y el medio ambiente (Kerstiens, 1996a; Riederer y 
Schreiber, 2001; Schreiber, 2010). Adicionalmente, las características de 
barrera de la cutícula se manifiestan también en su papel como interfase 
impidiendo la fusión de órganos durante el desarrollo y contribuyendo al 
establecimiento y mantenimiento de la identidad epidérmica (Lolle et al., 
1997; Tsuwamoto et al., 2008; Javelle et al., 2010b; Takada, 2013; San-
Bento et al., 2014; Takada e Iida, 2014). Recientemente se han acumulado 
evidencias que sugieren que algunos lípidos de la cutícula, principalmente 
ceras, podrían actuar como moléculas señal, interviniendo en varios procesos 
asociados con la división y expansión celulares, así como en mecanismos de 
defensa (Qin et al., 2007; Nobusawa et al., 2013; Raffaele et al., 2009; 
Reina-Pinto y Yephremov, 2009; Roudier et al., 2010). 

Por otro lado, la nanoestructura y naturaleza hidrófoba de las ceras 
epicuticulares contribuye al llamado efecto loto favoreciendo el 
mantenimiento de las superficies de las plantas limpias y secas (Koch y 
Barthlott, 2009). Igualmente, la cutícula, y en especial las ceras 
epicuticulares, favorecen la reflexión de la luz pudiendo contribuir a la 
atracción de insectos polinizadores o agentes dispersadores de semillas y 
asimismo protegiendo las células de la radiación UV (Pfündel et al., 2006). 
Por otro lado, las ceras epicuticulares contribuyen a la formación de 
superficies con distinto grado de adherencia que pueden alterar la ecología de 
los insectos herbívoros (Eigenbrode y Jetter, 2002) o generar superficies 
altamentes deslizantes que funcionan como trampas para los insectos (Gorb 
et al., 2004). 

Finalmente, la cutícula desempeña un importante papel estructural 
contribuyendo al mantenimiento de la integridad de los órganos y 
protegiendo del fallo mecánico frente a estreses externos bióticos (hongos, 
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herbívoros) y abióticos (viento, lluvia, etc.) así como frente a estreses 
internos (Kerstiens, 1996b; Domínguez et al., 2011b). De igual forma, la 
cutícula participa en el control del crecimiento de los órganos (Savaldi-
Goldstein et al., 2007) y en la regulación de la interacción polen-estigma en 
las especies con estigma seco (Tanaka y Machida, 2006; Borisjuk et al., 
2014). Por último, la cutícula favorece las condiciones para el crecimiento y 
desarrollo de determinados microorganismos (Leveau, 2006). 

 
Síntesis de cutícula 

Dado que la cutícula es un composite de naturaleza heterogénea, son 
muchos los genes que se han identificado involucrados en la síntesis de la 
misma (Nawrath et al., 2013). Por otro lado, se ha observado que su 
deposición está regulada por el desarrollo y por las condiciones ambientales, 
de tal modo que la cantidad de cutícula y de sus componentes así como su 
grosor y grado de invaginación se ven modificados por el estadio de 
desarrollo y por las condiciones lumínicas, hídricas y térmicas en las que se 
da el crecimiento de la planta (Hull et al., 1975; López-Casado, 2006; Kosma 
et al., 2009; Domínguez et al., 2008; 2012). Adicionalmente, se ha 
demostrado un control hormonal relacionado con la síntesis y deposición de 
cutícula (Knoche y Peschel, 2007b; Curvers et al., 2010; Xia et al., 2010; 
L’Haridon et al., 2011; Wang et al., 2011). En conjunto, todos estos factores 
contribuyen a que la cutícula presente una regulación compleja con un 
número elevado de genes implicados en la misma. 

Una gran parte de los genes involucrados en la síntesis de los ácidos 
grasos que constituyen los monómeros de cutina y las ceras se han 
caracterizado a partir de los estudios realizados en A. thaliana y gracias a la 
colección de mutantes disponibles con fenotipos visibles (Pollard et al., 2008; 
Nawrath et al., 2013). Esto ha permitido la identificación de varias de las 
enzimas responsables de las modificaciones que sufren los ácidos grasos para 
dar lugar a los monómeros de cutina y ceras (Li-Beisson et al., 2013). Entre 
ellas cabe destacar las familias CYP86 y CYP77 de las monoxigenasas P450 

como responsables de la ω-hidroxilación y de la formación de hidroxilos 
secundarios, respectivamente, de los ácidos grasos (Xiao et al., 2004; Li-
Beisson et al., 2009), la familia LACS (sintetasa que une un grupo CoA a un 
ácido graso de cadena larga) responsable de la activación de los monómeros 
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(Bessire et al., 2007; Weng et al., 2010) y las familias KCS (β-cetoacil CoA 

sintasa), KCR (β-cetoacil CoA reductasa), HCD (β-hidroxiacil CoA 
deshidratasa) y ECR (enoil CoA reductasa) responsables de la elongación de 
los ácidos grasos de cadena muy larga que constituyen las ceras (Millar et al., 
1999; Todd et al., 1999; Yephremov et al., 1999; Fiebig et al., 2000; Zheng 
et al., 2005; Bach et al., 2008; Beaudoin et al., 2009). 

Hay varios genes que se han postulado como responsables de la 
polimerización de los monómeros de cutina para formar el poliéster 
(Domínguez et al., 2015a). En este sentido se han descrito varias acil 
transferasas citoplasmáticas implicadas en la oligomerización de monómeros 
de cutina (Croteau y Kolattukudy, 1974; Panikashvili et al., 2009) e incluso 
se ha postulado su participación en la esterificación entre monómeros de 
cutina y ácidos fenólicos (Molina y Kosma, 2015). Adicionalmente, el 
estudio de genes específicos de epidermis que se expresan en estadios 
iniciales del desarrollo ha permitido identificar en distintas especies varios 
miembros de la familia de lipasas GDSL que podrían estar involucrados en la 
síntesis de la cutina (Reina et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008; Matas et al., 
2010; Yeats et al., 2010). La caracterización de uno de estos genes en tomate 
ha demostrado su papel en la acumulación de cutina (Girard et al., 2012; 
Yeats et al., 2012) así como su posible actividad enzimática de 
polimerización de monómeros de cutina (Yeats et al., 2012). Más 
recientemente se ha sugerido que BODYGUARD (BDG), que codifica para 
una α/β hidrolasa que se acumula en la epidermis de la hoja de A. thaliana 
(Kurdyukov et al., 2006) podría intervenir también en la polimerización de la 
cutina (Jakobson et al., 2016). Por otro lado, se ha propuesto que la síntesis 
de cutina en sus estadios iniciales ocurre mediante autoensamblaje y 
autopolimerización de los monómeros de cutina (Heredia-Guerrero et al., 
2008; Domínguez et al., 2010) y que el control enzimático ocurriría en 
estadios más avanzados del desarrollo (Domínguez et al., 2015a). 

Son numerosos los factores de transcripción que se han descrito como 
involucrados en la síntesis de cutícula. Muchos de ellos se han identificado a 
partir del estudio de mutantes de A. thaliana y más recientemente de tomate. 
Cabe distinguir varias familias de factores de transcripción que participan en 
la regulación de la cutícula como MYB, HD-Zip-IV, MADS-box y 
AP2/EREBP, entre otras (Hen-Avivi et al., 2014; Borisjuk et al., 2014). 
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Los factores de transcripción de tipo MYB están implicados en una gran 
variedad de procesos biológicos en plantas, jugando un papel importante en 
la regulación de rutas metabólicas y del desarrollo (Lippold et al., 2009). En 
tomate, MYB12 regula la acumulación de flavonoides en la cutícula además 
de la cantidad de cutícula y ceras (Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010). 
Por otro lado, MYB5b regula la acumulación de ceras cuticulares en uva 
(Mahjoub et al., 2009). En A. thaliana se han identificado varios genes MYB 
entre los que cabe señalar MYB30, cuyo producto regula la síntesis de ácidos 
grasos de cadena muy larga (Raffaele et al., 2008) y por otro lado MYB41, 
MYB106 y MYB16 involucrados en la regulación del desarrollo y 
acumulación de cutícula (Cominelli et al., 2008; Oshima et al., 2013). 

En los últimos años se ha observado que la clase IV de los factores de 
transcripción HD-Zip juega un papel importante en el desarrollo de la 
epidermis, incluyendo la cutícula. Entre ellos cabe destacar OUTER CELL 
LAYER 1 (OCL1) de maíz (Javelle et al., 2010b; Depège-Fargeix et al., 
2011), CUTIN DEFICIENT 2 (CD2/pe) de tomate (Isaacson et al., 2009; 
Nadakuduti et al., 2012) y HOMEODOMAIN GLABROUS 1 (HDG1) de A. 
thaliana (Wu et al., 2011) los cuales regulan por un lado diversas 
características del desarrollo de la epidermis y además la cantidad y 
propiedades de la cutícula. 

FRUITFULL1/TDR4 (FUL1), FRUITFULL2/MBP7 (FUL2) y 
ARLEQUIN/TOMATO AGAMOUS LIKE1 (TAGL1) son factores de 
trancripción tipo MADS involucrados en la maduración del fruto y el 
desarrollo floral que también influyen en la formación de la cutícula 
afectando a varios parámetros como la cantidad de cutícula y sus 
componentes, el grosor y las propiedades biomecánicas de la misma (Bemer 
et al., 2012; Giménez et al., 2015). 

Los factores de transcripción AP2/EREBP es una de las familias más 
amplias en plantas y se caracteriza por regular diversos procesos entre los que 
se incluyen el desarrollo y diferenciación de la epidermis (Licausi et al., 
2013). Dentro de esta familia destacan varios genes asociados con la síntesis 
de ceras como es el caso de GLOSSY15 de maíz (Evans et al., 1994), 
DECREASE WAX BIOSYNTHESIS en A. thaliana (Go et al., 2014) y WAX 
PRODUCTION1 en Medicago truncatula Gaertn. (Zhang et al., 2005). Otros 
miembros como SHINE1 (SHN1/WIN1) de A. thaliana y uno de sus ortólogos 
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en tomate SHN3 están también involucrados en la síntesis de cutina (Aharoni 
et al., 2004; Kannangara et al., 2007; Shi et al., 2013). 

Los trabajos presentados anteriormente refuerzan la idea de una relación 
íntima, que necesitaría un estudio en profundidad, entre el desarrollo de 
determinados órganos, la diferenciación y características de la epidermis y la 
formación de la cutícula. 

 

Principales propiedades biofísicas 

La cutícula posee una serie de propiedades biofísicas emergentes, 
consecuencia de su composición y de la disposición de sus componentes, que 
le confieren una serie de propiedades de gran revelancia fisiológica que 
además están fuertemente interrelacionadas (Domínguez et al., 2011a) entre 
las que cabe destacar las propiedades térmicas, hídricas y mecánicas. 

 
Propiedades térmicas 

La temperatura puede afectar de manera significativa al comportamiento 
de los polímeros induciendo cambios estructurales en la matriz de los mismos 
(Nicholson, 1997). A pesar de su importancia para el desarrollo de una planta 
en distintos ambientes hay pocos trabajos que se hayan centrado en las 
propiedades térmicas de la cutícula. 

La cutina tiene una elevada capacidad calorífica -Cp-  (Casado y Heredia, 
2001) superior a la de la celulosa, principal componente de los polisacáridos 
de la cutícula (Boraston, 2005) lo cual sugiere que la cutina tiene una 
importante función termorreguladora en la planta. 

Schreiber y Schönherr (1990) estudiaron el papel de la temperatura en las 
cutículas aisladas de frutos y hojas procedentes de distintas especies y 
observaron un incremento volumétrico de las mismas asociado al aumento de 
la temperatura. Este aumento fue mayor en el caso de las cutinas aisladas 
sugiriendo que los polisacáridos podrían intervenir limitando la capacidad de 
expansión de la cutina per se. 

Las cutículas de distintas especies presentan temperaturas de transición 
dentro de un rango de temperaturas fisiológico (Schönherr et al., 1979; Eckl 
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y Gruler, 1980; Schreiber y Schöherr, 1990; Matas et al., 2004b). Un estudio 
calorimétrico de la cutícula y cutina a lo largo del desarrollo fue llevado a 
cabo usando el fruto de tomate como modelo (Matas et al., 2004b). Este 
trabajo permitió identificar una temperatura de transición vítrea en la cutina 
alrededor de 23ºC, que se reflejó también en la cutícula y no viéndose 
alterada por el crecimiento del fruto, aunque sí desapareció durante la 
maduración. Esta desaparición podría estar asociada a cambios estructurales 
en la cutícula asociados a la maduración, entre los que cabría indicar una 
posible reestructuración de la cutina asociada a la incorporación de los 
flavonoides (Matas et al., 2004b). La existencia de temperaturas de transición 
vítrea es característica de los polímeros amorfos y marca un cambio entre dos 
estados físicos, uno rígido y otro viscoso. El hecho de que la cutícula 
presente una temperatura de transición vítrea a temperatura ambiente tiene 
unas implicaciones fisiológicas claras ya que por encima de esta temperatura 
habrá una mayor fluidez de las cadenas macromoleculares del polímero, lo 
cual podría afectar al transporte de sustancias a través de la misma, así como 
a su resistencia a la deformación y la rotura (Domínguez et al., 2011a). 

 
Propiedades hídricas 

Las propiedades hídricas de la cutícula son de gran importancia para el 
estudio de la aplicación foliar de nutrientes y pesticidas, la entrada de 
diversos contaminantes a la planta y la pérdida de agua desde el interior de la 
planta (Kerstiens, 2006; Fernández y Eichert, 2009). En general, la cutícula 
presenta una baja permeabilidad al agua, unas mil veces inferior a la de la 
pared celular (Kerstiens, 2006; Schreiber y Schönherr, 2009), constituyendo 
las ceras, principalmente las intracuticulares, la principal barrera a la pérdida 
de agua (Schönherr y Lendzian, 1981). Sin embargo, no existe ninguna 
correlación entre la permeabilidad y la cantidad de ceras (Riederer y 
Schreiber, 2001) pero sí entre la permeabilidad y la composición química de 
las ceras, concretamente con la cantidad de compuestos alifáticos de cadena 
muy larga (Vogg et al., 2004). Recientemente, Jetter y Riederer (2016) 
estudiaron la permeabilidad de las cutículas de diversas especies y su relación 
con la composición de las ceras concluyendo que las ceras epicuticulares 
pueden jugar un papel significativo como barrera frente a la pérdida de agua 
en aquellas especies en las que las ceras intracuticulares son ricas en 
compuestos alicíclicos. 
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Hay estudios que parecen indicar que en la cutícula del fruto de tomate 
existe una correlación negativa entre la acumulación de flavonoides y de 
ceras (Heredia et al., 2015). En este sentido, las cutículas de plantas que 
tenían silenciada la ruta de flavonoides o acumulaban antocianos mostraron 
una mayor cantidad de ceras y una menor permeabilidad al agua que sus 
controles (España et al., 2014b). Estos resultados sugieren que la 
acumulación de determinados flavonoides a nivel celular tiene un impacto en 
la deposición de ceras y la permeabilidad de la cutícula. 

La cutícula es capaz de sorber agua entre un 1 y un 8% de su peso seco 
(Chamel et al., 1991; Luque et al., 1995a; Domínguez y Heredia, 1999; 
Reina et al., 2001). Los estudios de sorción sugieren la formación de clusters 
de agua libre en el interior de la cutícula a humedades relativas superiores al 
60% (Luque et al., 1995b). La formación de dichas agrupaciones de agua 
libre afectaría al transporte de moléculas a través de la cutícula haciéndolo 
más tortuoso (Luque et al., 1995b). Adicionalmente, se ha estudiado la 
contribución de cada uno de los componentes de la cutícula a su capacidad de 
sorción de agua. En este sentido se observó que, si bien la eliminación de 
ceras tiene un efecto dramático en la permeabilidad de la cutícula, no es el 
caso para su capacidad de sorción, la cual no se ve apenas modificada 
(Chamel et al., 1991). Por otro lado, la matriz de cutina mostró una capacidad 
muy baja, siendo los polisacáridos los principales responsables de sorber 
agua en la cutícula (Chamel et al., 1991; Domínguez y Heredia, 1999; Reina 
et al., 2001). Igualmente, el dominio de lignina presente en la cutícula de 
algunas gimnospermas también mostró una elevada capacidad de sorción de 
agua (Reina et al., 2001). 

 
Propiedades biomecánicas  

La cutícula, al igual que la mayoría de los polímeros vegetales, tiene un 
comportamiento biomecánico bifásico, con una fase puramente elástica a 
esfuerzos bajos y una viscoelástica o plástica a esfuerzos superiores (Niklas, 
1992; Petracek y Bukovac, 1995; Wiedemann y Neinhuis, 1998; Edelmann et 
al., 2005; Bargel et al., 2006; Domínguez et al., 2011b). El diagrama de 
fluencia de la Figura I-5A muestra el diferente comportamiento mecánico 
asocidado a las fases elástica y viscoelástica (separadas por una barra roja) en 
una cutícula de fruto de tomate. El comportamiento elástico se caracteriza por 
una deformación instantánea que se recupera completamente al eliminar el 
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esfuerzo, mientras que en el viscoelástico hay una deformación que es 
dependiente del tiempo y además irreversible (Niklas, 1992). La Figura I-5B 
muestra un ejemplo de diagrama esfuerzo-deformación donde se pueden 
diferenciar también las dos fases con sus diferentes pendientes. 

 
Figura I-5. A, diagrama de fluencia de la cutícula de fruto de tomate. La línea roja muestra 
la transición entre la fase elástica inferior y la viscoelástica superior. B, diagrama esfuerzo-
deformación de la cutícula de fruto de tomate. Figuras tomadas de Domínguez et al. 
(2015b). 

Las propiedades mecánicas de la cutícula se ven modificadas durante el 
desarrollo de los órganos. Así, en las cutículas de fruto de tomate y cereza al 
igual que en las de hoja de Sonneratia alba Griff., se observó que la cutícula 
es muy deformable en los estadios jóvenes del desarrollo, posiblemente para 
facilitar la expansión celular, mientras que en hojas completamente 
expandidas y en frutos durante la maduración aumenta la rigidez de la 
cutícula (Knoche et al., 2004; Tsubaki et al., 2012; España et al., 2014a). 

El estudio de la contribución de cada uno de los componentes de la 
cutícula al comportamiento biomecánico de la misma ha permitido discernir 
que la cutina es la principal responsable del comportamiento viscoelástico 
mientras que el resto de los componentes contribuyen a la rigidez de la 
misma (Domínguez et al., 2011b). Por un lado, la cutina se caracteriza por 
ser fácilmente deformable y presentar un esfuerzo de fractura bajo mientras 
que los polisacáridos contribuyen de modo significativo a la fase elástica 
aumentando la rigidez y el esfuerzo de fractura y disminuyendo al mismo 
tiempo la capacidad de deformación (López-Casado et al., 2007). Por su 
parte, el incremento en la rigidez y, dependiendo de la especie, del esfuerzo 
de fractura, debido a ceras se ha asociado principalmente las ceras 
intracuticulares (Petracek y Bukovac, 1995; Takahashi et al., 2012; Khanal et 
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al., 2013; Tsubaki et al., 2013). Finalmente, el papel de los flavonoides ha 
sido estudiado sólo en el fruto de tomate empleando distintas estrategias, 
desde el estudio de mutantes de maduración y de acumulación de compuestos 
fenólicos hasta el silenciamiento de alguno de los genes involucrados en la 
síntesis de flavonoides (Bargel y Neinhuis, 2004; Domínguez et al., 2009; 
Adato et al., 2009; España et al., 2014b). Así se ha podido demostrar que son 
los flavonoides, y no otros procesos asociados a la maduración o a las 
mutaciones estudiadas, los que contribuyen a la longitud de la fase elástica, el 
aumento de la rigidez y del esfuerzo de fractura y la disminución de la 
deformación de la cutícula (España et al., 2014b). Los flavonoides tienen un 
efecto mucho más significativo sobre las propiedades biomecánicas que los 
polisacáridos, a pesar de ser éstos mucho más abundantes, o que las ceras 
(López-Casado et al., 2007; Khanal et al., 2013; España et al., 2014b). 

Las condiciones ambientales afectan de modo significativo al 
comportamiento mecánico de la cutícula (Domínguez et al., 2011a,b). En 
consecuencia, se ha podido observar que la hidratación y el aumento de la 
temperatura tienen un efecto similar sobre las propiedades mecánicas, 
disminuyendo la rigidez y el esfuerzo de fractura y aumentando la 
deformación (Petracek y Bukovac, 1995; Edelmann et al., 2005; Matas et al., 
2005; López-Casado et al., 2007; Domínguez et al., 2009). Este efecto 
plastificador que tiene el agua y la temperatura se debe a un aumento de la 
movilidad de las cadenas metilénicas, (CH2)n, y de otros grupos funcionales 
minoritarios, indicando una disminución en la resistencia potencial del 
polímero a la deformación (Stark et al., 2008). 

 

Flavonoides 

Clasificación y estructura 

El término flavonoide hace referencia a una amplia colección de 
compuestos naturales que tienen un esqueleto C6-C3-C6 o más 
específicamente una función fenilbenzopirano (Marais et al., 2006). Según la 
posición de la unión del anillo aromático al grupo benzopirano se diferencian 
tres clases: flavonoides en sentido estricto (2-fenil 1,4-benzopiranos), 
isoflavonoides (3-fenil 1,4-benzopiranos) y neoflavonoides (4-fenil 1,2-
benzopiranos) (Figura I-6). Los flavonoides e isoflavonoides se subdividen 
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en varios tipos según el grado de oxidación y saturación del anillo 
heterocíclico o la presencia de anillos adicionales. Así, dentro de los 
flavonoides se distinguen flavanos, flavanonas, flavonas, flavonoles, 
dihidroflavonoles, flavanoles, entre otros. Los isoflavonoides se subdividen 
en isoflavanos, isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanoles, pterocarpanos, 
rotenoides, etc. Finalmente se puede distinguir un pequeño grupo de 
flavonoides minoritarios formado por las auronas y chalconas. 

            
Figura I-6. Clasificación de los flavonoides según su esqueleto de acuerdo 
con la nomenclatura de la IUPAC (https://iupac.org/). 

Los flavonoides son compuestos del metabolismo secundario de las 
plantas que proceden de la ruta metabólica de los fenilpropanoides. Son el 
grupo de metabolitos secundarios más amplio y con mayor distribución en el 
reino vegetal. Se han descrito más de 10.000 flavonoides (Mouradov y 
Spangenberg, 2014) siendo esta gran diversidad atribuible a la combinación 
de la amplia variabilidad de tipos de flavonoides con modificaciones 
adicionales de la aglicona, estructura base de los flavonoides, tales como la 
glicosilación, la metilación y la acilación. Los flavonoides están presentes en 
musgos, helechos, gimnospermas, angiospermas y en varios grupos de algas 
(Wink et al., 2010; Freile-Pelegrín y Robledo, 2014; Goiris et al., 2014). 

 
Localización y funciones 

Los flavonoides se pueden encontrar en los frutos, hojas, raíces y varios 
órganos de la flor como pétalos, estigma, estilo y polen. La concentración de 
los mismos en cada tejido varía con el desarrollo y las condiciones 
ambientales. En el fruto de tomate, los flavonoides se acumulan en la piel y la 
placenta (Slimestad y Verheul, 2005a) mientras que, en el mesocarpo, que 
comprende más del 95% del peso total del fruto, sólo se encuentran 
cantidades traza (Bovy et al., 2007). La mayor acumulación de flavonoides se 
da durante la maduración, localizándose >98% en la piel (Meléndez-Martínez 
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et al., 2010). Aunque se han identificado más de 70 flavonoides diferentes en 
el fruto de tomate, fundamentalmente distintas formas conjugadas (Moco et 
al., 2006; Ijima et al., 2008), sólo tres o cuatro compuestos están presentes en 
cantidades importantes en el fruto maduro (Slimestad y Verheul, 2009). La 
Figura I-7 muestra los principales flavonoides presentes en el fruto de tomate 
maduro. 

                         
Figura I-7. Principales flavonoides presentes en el fruto de 
tomate. La naringenina y chalconaringenina se acumulan 
principalmente como agliconas mientras que el kaempferol y 
la quercetina están presentes en sus formas glicosiladas, 
concretamente kaempferol 3-rutinosido y quercetina 3-
rutinosido (rutina) (Slimestad y Verheul, 2009). 

En cuanto a la localización subcelular de los flavonoides, ésta es muy 
amplia e incluye el citosol, retículo endoplásmico, membranas, vacuola, 
cloroplasto, núcleo, vesículas, células especializadas como glándulas, 
tricomas y laticíferos, canales resiníferos, apoplasto, pared celular y cutícula 
(Zhao y Dixon, 2010). Los compuestos más hidrofílicos se almacenan en la 
vacuola, apoplasto, pared celular y laticíferos mientras que los lipofílicos lo 
hacen en la cutícula, laticíferos, glándulas, membranas y canales resiníferos 
(Wink, 2010). Los flavonoides que se acumulan en la superficie de las 
plantas, incluyendo la cutícula y células especializadas como los tricomas 
glandulares, son principalmente agliconas y se sugiere que su principal 
función es la protección frente a herbívoros y microorganismos así como 
frente a la radiación ultravioleta (Onyilagha y Grotewold, 2004). Un caso 
especial es el fruto de tomate donde la acumulación de chalconaringenina, de 
color amarillo-anaranjado, en la cutícula (Figura I-8) contribuye al color de 
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los frutos maduros y a su resistencia mecánica (Baker et al., 1982; España et 
al., 2014a,b). 

 
Figura I-8. Fragmentos de cutículas aisladas 
procedentes de frutos de tomate maduros de distintos 
genotipos. Las diferencias en color se deben a la 
distinta acumulación del flavonoide 
chalconaringenina. Fotografía Dra. E. Domínguez. 

Los flavonoides se pueden sintetizar en los mismos tejidos en los que se 
acumulan o actúan o bien pueden ser traslocados (Zhao y Dixon, 2010). Se 
desconoce en gran medida el transporte subcelular de flavonoides si bien se 
han identificado algunos mecanismos de transporte (Zhao, 2015). Entre ellos 
destaca la participación de transportadores de membrana tipo ABC y MATE, 
el transporte mediado por glutatión-s-transferasas o el tráfico de vesículas 
(Yazaki, 2006; Conn et al., 2008; Gómez et al., 2011; Ichino et al., 2014). Si 
bien se desconoce el mecanismo de transporte de los flavonoides a la 
cutícula, se han identificado varios transportadores de membrana que, 
posiblemente en combinación con vesículas, participan en la secreción de 
flavonoides al apoplasto (Banasiak et al., 2013; Zhao, 2015). 

La diversidad en la química, el tamaño molecular, la estructura 
tridimensional y las propiedades físicas y bioquímicas de los flavonoides les 
permiten interactuar en diferentes localizaciones subcelulares y tener una 
considerable actividad biológica en plantas, animales y microbios. No 
obstante, se desconocen los mecanismos moleculares por los cuales los 
flavonoides actúan como señales y cuáles son exactamente sus dianas (Buer 
et al., 2010). Algunas de las posibles dianas que se han postulado o 
demostrado in vivo incluyen factores de transcripción, kinasas, 
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aminopeptidasas, proteínas de membrana, histonas, transportadores ABC, 
hidrolasas, etc. (Peer y Murphy, 2006). 

Los flavonoides ejercen numerosas funciones en las plantas. Por un lado, 
funcionan como pigmentos que dan color a hojas, flores y frutos haciéndolos 
atractivos a determinados insectos para asegurar la polinización al igual que 
la dispersión de las semillas mediante zoocoria (Winkel-Shirley, 2001). Los 
flavonoides también protegen las plantas absorbiendo la mayor parte de la 
radiación ultravioleta gracias a su localización en las capas más superficiales 
de la planta, incluyendo la cutícula (Tattini et al., 2005; Pfündel et al., 2006; 
Agati et al., 2013). Funcionan como antioxidantes contribuyendo a la 
reducción de especies reactivas de oxígeno (Agati et al., 2013). 
Adicionalmente actúan como defensa frente a bacterias, hongos patógenos y 
herbívoros (Kliebenstein, 2004; Bidart-Bouzat y Kliebenstein, 2008). 
También participan en la señalización entre el suelo y la rizosfera (Hassan y 
Mathesius, 2012). Igualmente protegen a las plantas frente a estreses 
abióticos como el exceso de radiación lumínica, sequía, frío o falta de 
nutrientes (Winkel-Shirley, 2002; Tattini et al., 2004; Hannah et al., 2006; 
Peng et al., 2008). Los flavonoides intervienen en la viabilidad y germinación 
del polen y en el crecimiento del tubo polínico en el estilo (Mo et al., 1992; 
van der Meer et al., 1992). En fruto de tomate se ha observado que el 
silenciamiento del gen CHS conduce a la partenocarpia (Schijlen et al., 
2007). Otro papel que parecen jugar es el de reguladores del desarrollo al 
involucrarse en el transporte polar de auxinas (Brown et al., 2001; Peer y 
Murphy, 2007) afectando la arquitectura de la planta y el tamaño de los 
órganos (Besseau et al., 2007; Laffont et al., 2010; Maloney et al., 2014). 
Recientemente se ha puesto de manifiesto que los flavonoides pueden además 
modificar el tamaño y forma celular, posiblemente a través de la regulación 
de las auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont et al., 2010; España et al., 2014b).  

Los flavonoides juegan un papel importante en la dieta de los animales 
donde ejercen un amplio rango de actividades biológicas principalmente 
asociadas a sus propiedades antioxidantes y su habilidad para modular 
enzimas y receptores celulares (Jaganath y Crozier, 2010). El papel de los 
flavonoides como nutraceuticos es complejo debido a que frecuentemente 
muestran efectos pleiotrópicos a lo que hay que sumar la biodisponibilidad de 
los mismos y los cambios químicos asociados al metabolismo presistémico 
que frecuentemente sufren los flavonoides y que afectan a su bioactividad 
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(Jaganath y Crozier, 2010). Se ha descrito que los flavonoides pueden tener 
propiedades antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, analgésicas, 
antitrombóticas, antioxidantes, anticancerosas, citostáticas, etc. (Graf et al., 
2005). Sin embargo, algunos flavonoides tienen efectos mutagénicos y 
prooxidantes, pueden interferir con rutas bioquímicas esenciales y con la 
administración oral de medicamentos, unirse covalentemente al ADN e 
inhibir la absorción de hierro (Chan et al., 1999; Hodek et al., 2002; Walle et 
al., 2003; Petry, 2014). 

 
Genes involucrados en su síntesis y regulación 

La biosíntesis de los flavonoides se enmarca dentro de la ruta de los 
fenilpropanoides. Al ser una familia de compuestos tan amplia, su ruta 
biosintética es compleja estando implicados un gran número de compuestos y 
genes tanto estructurales como reguladores. La Figura I-9 muestra un 
esquema resumido de la síntesis de flavonoides con las principales enzimas 
involucradas. 

La FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL) es la primera enzima en la 
ruta de los fenilpropanoides conectando el metabolismo primario con el 
metabolismo secundario. La PAL cataliza la desaminación de la fenilalanina, 
convirtiéndola en ácido trans-cinámico, precursor de todos los derivados 
fenólicos, incluyendo la lignina, los hidroxicinamatos, cumarinas, taninos, 
flavonoides y antocianinas (Brödenfeldt y Mohr, 1988) (Figura I-9). En todas 
las plantas estudiadas la PAL está codificada por una familia multigénica 
que, dependiendo de la especie, está formada por un número pequeño de 
genes, como es el caso de la frambuesa o la judía (Cramer et al., 1989; 
Kumar y Ellis, 2001) o por más de 12, como ocurre en la patata o el tomate 
(Joos y Hahlbrock, 1992; Chang et al., 2008). 

Los enzimas responsables de la síntesis de la mayoría de los flavonoides 
están codificados en la mayoría de las especies estudiadas por familias 
génicas como en el caso de petunia (Koes et al., 1989a), guisante (Ito et al., 
1997) o Ipomoea purpurea (L.) Roth (Durbin et al., 2000), mientras que en 
otras como A. thaliana están codificados por genes únicos (Winkel-Shirley, 
1999). En el caso del tomate, todos los genes responsables de la síntesis de 
los flavonoides identificados en fruto (ver Figura I-7) están representados por 
familias génicas (https://solgenomics.net/). Tal es el caso de las 
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CHALCONA SINTASAS (CHS), CHALCONA ISOMERASAS (CHI), 
FLAVANONA 3-HIDROXILASAS (F3H) y FLAVONOL SINTASAS 
(FLS). 

La CHS es la primera enzima de la ruta de los flavonoides. Pertenece a la 
superfamilia de poliquétidos sintasa tipo III caracterizada por llevar a cabo un 
número variable de condensaciones iterativas partiendo de diversas 
moléculas (Austin y Noel, 2003). Esta enzima cataliza la adición secuencial 
descarboxilativa de tres unidades de acetato procedentes del malonil-CoA a 
una molécula de cumaroil-CoA, seguida de una ciclación intramolecular y 
aromatización para formar el flavonoide chalconaringenina. CHS es la 
enzima clave en la síntesis de flavonoides ya que actúa como un cuello de 
botella controlando su síntesis y acumulación (Figura I-9). La CHI es la 
siguiente enzima de la ruta de biosíntesis de flavonoides, cataliza la ciclación 
intramolecular de chalcona en su correspondiente flavanona, la naringenina. 
Esta reacción de isomerización también puede darse por cambios en las 
condiciones de temperatura y pH, favoreciendo ambos la isomerización de la 
naringenina entre su forma chalcona (de color amarillo anaranjado) y 
flavanona (color crema) (Domínguez et al., 2015b). La hidroxilación de la 
posición C3 del anillo heterocícilico de la flavanona y su conversión a 
dihidroflavonol es catalizada por la enzima F3H. Se trata de una enzima 
miembro de la familia dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato/Fe(II) 
(Britsch y Grisebach, 1986). La enzima FLS es también miembro de la 
familia dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato/Fe(II) y cataliza la 
formación de un doble enlace en el anillo heterocíclico del dihidroflavonol 
que pasa a flavonol (Pelletier et al., 1997).  
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Figura I-9. Esquema de la ruta de biosíntesis de flavonoides. En rojo se destacan las principales enzimas involucradas. PAL: fenilalanina amonio liasa; 
C4H: cinamato 4-hidroxilasa; C3H cumarato 3-hidroxilasa; COMT cafeato/5 hidroxiferulato O-metil transferasa; F5H: ferulato 5-hidroxilasa; 4CL: 4-
cumarato:coenzima A ligasa; STS estilbeno sintasa; CHS:chalcona sintasa; CHR: chalcona reductasa; CHI: chalcona isomesara; FNS: flavona sintasa; 
F3H: flavanona 3-hidroxilasa; FLS: flavonol sintasa; IFS: isoflavona sintasa; DFR: dihidroflavonol reductasa; LAR: leucoantocianidina reductasa; ANS: 
antocianidina sintasa. Adaptado de Domínguez et al. (2015b).  
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Son pocos los trabajos que en fruto de tomate han estudiado la expresión 
durante el desarrollo de algún miembro de las familias génicas CHS, CHI, 
F3H y FLS. En este sentido, se ha descrito un aumento muy significativo de 
la expresión de los genes CHS1 (Solyc09g091510) y CHS2 
(Solyc05g053550) durante la maduración seguido de una disminución en 
estadio maduro (Ballester et al., 2010; España et al., 2014b). Un 
comportamiento similar se detectó en los genes F3H (Solyc02g083860) y 
F3H/FLS (Solyc11g013110) (Ballester et al., 2010). Por el contrario, el nivel 
de expresión de CHI disminuyó durante la maduración en un caso 
(Solyc05g010320) pero aumentó ligeramente en otro (Solyc05g052240) 
(Bovy et al., 2002; Ballester et al., 2010). Basándose en estos resultados, 
Ballester et al. (2010) propusieron que la acumulación de chalconaringenina 
en fruto de tomate se debía a esta baja expresión de CHI durante la 
maduración que actúa como paso limitante en la acumulación de flavonoides. 
La sobreexpresión de un gen CHI de petunia en tomate conllevó la 
acumulación masiva de flavonoles en frutos maduros (Muir et al., 2001), 
apoyando la idea de que la CHI es la enzima limitante de la acumulación de 
flavonoides en fruto de tomate. 

La acumulación de flavonoides está regulada por diversas condiciones 
ambientales (Mierziak et al., 2014). La luz, sobre todo la luz UV, es uno de 
los parámetros ambientales más importantes que afectan el perfil cualitativo y 
cuantitativo de los flavonoides acumulados (Zoratti et al., 2014). Se ha 
observado un aumento de la expesión PAL, CHS y CHI en respuesta a la luz 
(Smith y Attridge, 1970; van Tunen et al., 1988; Løvdal et al., 2010) así 
como un incremento en la cantidad de flavonoides en respuesta a una mayor 
intensidad lumínica (Smith y Harper, 1970; Lavola, 1998; Tattini et al., 2004; 
Azuma et al., 2012; Koyama et al., 2012; Martínez-Lüscher et al., 2014). El 
estudio de la región promotora del gen CHS en diversas especies ha 
permitido la identificación de elementos inducibles por luz (Schulze-Lefert et 
al., 1989a,b; van der Meer et al., 1990; Merkle et al., 1994). Asimismo, en 
tomate se ha identificado DE-ETIOLATED 1 (DET1), uno de los genes que 
regula diversas rutas de señalización controladas por la luz entre las que se 
incluye los flavonoides y carotenoides (Davuluri et al., 2005). 

La temperatura y la sequía también afectan a la acumulación de 
flavonoides, habiéndose observado una mayor cantidad de flavonoides en 
respuesta a la aclimatación al frío y a la sequía (Olsen et al., 2009; Tattini et 
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al., 2004; Lillo et al., 2008; Azuma et al., 2012). Por otro lado, se ha 
demostrado un aumento de las actividades PAL, CHS y CHI en presencia de 
patógenos (Dixon et al., 1983; Cramer et al., 1985) así como cambios en la 
expresión de varios genes de la ruta (Mizuno et al., 2014) y una mayor 
acumulación de flavonoides (Jasiński et al., 2009). 

El crecimiento de las plantas en condiciones limitantes de nutrientes 
minerales también tiene un efecto significativo en la acumulación de 
flavonoides. Se ha demostrado que la limitación de nitrógeno y fósforo causa 
un aumento en la concentración de flavonoides (Stewart et al., 2001; 
Scheible et al., 2004; Misson et al., 2005; Lea et al., 2007; Morcuende et al., 
2007; Peng et al., 2008; Lillo et al., 2008; Olsen et al., 2009; Løvdal et al., 
2010). Este aumento estuvo acompañado por una mayor expresión de varios 
genes de la ruta de los flavonoides entre los que cabe destacar CHS, CHI, 
F3H, FLS y genes más específicos de la síntesis de antocianos y 
proantocianidinas (Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Lillo et al., 2008; 
Peng et al., 2008; Løvdal et al., 2010; Soubeyrand et al., 2014). 
Adicionalmente, se ha observado un aumento de la expresión PAL en 
condiciones limitantes de nitrógeno y fósforo así como de genes relacionados 
con la síntesis de lignina (Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; Soubeyrand et 
al., 2014). La mayoría de estos trabajos se han realizado a nivel de hoja y 
sólo en el caso de uva y tomate se ha estudiado también el fruto no 
encontrándose diferencias en la acumulación de flavonoides en tomate pero sí 
en uva (Stewart et al., 2001; Soubeyrand et al., 2014). 

Se han identificado numerosos factores de transcripción que actúan en la 
ruta de biosíntesis de flavonoides. Varios de ellos están involucrados en el 
proceso de maduración del fruto de tomate como es el caso TAGL1, FUL2, 
APETALA2, RIPENING INHIBITOR (RIN) y NON-RIPENING (NOR) 
(Tigchelaar et al., 1978; Giménez et al., 2010; Karlova et al., 2011; Bemer et 
al., 2012). Estos dos últimos se caracterizan porque los frutos con las 
mutaciones nor y rin no llegan a madurar completamente, adquiriendo tan 
sólo un color amarillo-anaranjado tras varios meses (Tigchelaar et al., 1978). 
Se ha podido observar que este cambio de color de los frutos con las 
mutaciones nor y rin no está asociado a la acumulación de flavonoides, la 
cual se ve reprimida en ambos casos tanto a nivel de fruto como de cutícula, 
caracterizada por carecer de color (Bargel y Neinhuis, 2004; Domínguez et 
al., 2009; Fujisawa et al., 2012). Otro mutante involucrado en la maduración 
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del fruto de tomate es delayed fruit deterioration (dfd), caracterizado por 
presentar una larga vida poscosecha, pero sin efectos obvios en la 
maduración del fruto más allá de la falta de flavonoides en la cutícula 
(Saladié et al., 2007).  

Los factores de transcripción tipo MYB participan en la regulación de la 
ruta de biosíntesis de flavonoides, habiéndose identificado varios genes en 
uva y manzana (Deluc et al., 2006; Ban et al., 2007; Azuma et al., 2008; 
Czemmel et al., 2009; Vimolmangkang et al., 2013; Koyama et al., 2014; 
Duan et al., 2016; Pérez-Díaz et al., 2016). En tomate sólo se ha descrito la 
participación de ANTHOCYANIN-1 (ANT1) y MYB12 en dicha regulación 
(Mathews et al., 2003; Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010). MYB12 es 
el gen responsable de la mutación y (colorless fruit epidermis) caracterizada 
por tener una cutícula carente de flavonoides, lo que confiere al fruto un color 
rosa (Adato et al., 2009; Ballester et al., 2010).  

En tomate se han empleado diversas estrategias para modificar tanto el 
perfil como la cantidad de flavonoides acumulados en el fruto con la 
intención de potenciar sus propiedades beneficiosas sobre la salud. Entre 
ellas cabe destacar la expresión heteróloga de genes procedentes de otras 
especies como CHI de petunia o los factores de transcripción LC y C1 de 
maíz que condujeron a un aumento en la concentración de los flavonoles 
glicosilados quercetina y kaempferol en los frutos maduros (Muir et al., 
2001; Bovy et al., 2002). La expresión de FLAVONA SINTASA-II de Gerbera 
x hybrida hort. favoreció la acumulación de la flavona luteolina, así como de 
quercetina y kaempferol glicosilados (Schijlen et al., 2006). De igual forma, 
la expresión de  CHALCONA REDUCTASA de alfalfa permitió la síntesis de 
deoxichalconas en los tomates maduros (Schijlen et al., 2006) mientras que la 
expresión de ESTILBENO SINTASA de uva llevó a la acumulación de 
estilbenos (Giovinazzo et al., 2005; Schijlen et al., 2006; Ingrosso et al., 
2011). Por otro lado, el silenciamiento de los genes F3H o FLS aumentó 
significativamente la cantidad de chalconaringenina en los frutos maduros 
reduciendo al mismo tiempo la acumulación de flavonoles (Bovy et al., 
2007). Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se estudió el efecto de la 
modificación de la cantidad o el perfil de flavonoides en otras características 
del fruto o de la planta, a pesar del papel significativo que tienen los 
flavonoides en diversos procesos del desarrollo.  
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En este sentido, el efecto de la expresión de ROSEA1 (ROS1) y DELILA 
(DEL), dos factores de transcripción procedentes de Antirrhinum majus L., 
durante la maduración del fruto de tomate se ha estudiado a varios niveles 
encontrándose no sólo una acumulación de antocianos y un aumento de la 
cantidad de flavonoles (Butelli et al., 2008) sino además una mayor vida 
poscosecha y menor susceptibilidad a Botrytis cinerea de los frutos al igual 
que una menor permeabilidad de sus cutículas, posiblemente asociada a la 
mayor cantidad de ceras acumuladas (Zhang et al., 2013; España et al., 
2014b). 
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"La ciencia más útil es aquella cuyo fruto 
es el más comunicable" 

Leonardo Da Vinci 
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Teniendo en cuenta los antecedentes previamente reseñados y recogidos 
en la Introducción general, los objetivos concretos de la presente tesis 
doctoral son: 

 

1. Estudiar la expresión de los distintos miembros de las familias 
génicas CHS, CHI y F3H a lo largo del desarrollo en distintos tejidos 
de tomate. 
 

2. Estudiar el papel de la modificación de la ruta de los flavonoides 
sobre la calidad del fruto de tomate, haciendo especial énfasis en la 
síntesis y propiedades de la cutícula vegetal. 
 

3. Determinar si el nitrógeno, suministrado como nutriente en la 
solución de riego, influye en la expresión de genes del metabolismo 
de los flavonoides y analizar la acumulación de estos compuestos en 
la cutícula del fruto. 
 
 

 



 

 

 

  



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

"Son vanas y están plagadas de errores las 
ciencias que no han nacido del experimento, 

madre de toda certidumbre" 
 Leonardo Da Vinci 
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Instalaciones 

El trabajo recogido en la presente memoria se realizó en las instalaciones 
de la Estación Experimental «La Mayora» perteneciente al Instituto de 
Hortofruticultura Subtropical y Mediterránea “La Mayora” (IHSM UMA-
CSIC) que está situada en el término municipal de Algarrobo-Costa 
(Málaga). 

Las plantas se cultivaron en un invernadero de tipo multitúnel con 
cubierta de polietileno (Figura M-1). Este invernadero tiene planta 
rectangular con unas dimensiones de 60 x 40 m y una altura máxima del arco 
de 6 m y una mínima de 4,5 m. El invernadero está autorizado para el grado 
primero de confinamiento (NC-1), por lo que es adecuado para el cultivo de 
plantas transgénicas de tomate. Cuenta con una entrada provista de doble 
puerta con ventilación hacia el exterior para evitar la entrada de insectos y 
con aperturas cenitales cubiertas con mallas anti-insectos. 

 
Figura M-1. Vista del interior del invernadero de tipo multitúnel donde se 
cultivaron las plantas.  

 
Material vegetal 

El material vegetal empleado en los estudios llevados a cabo en este 
trabajo fue Solanum lycopersicum ‘Moneymaker’ (en adelante MM). Se trata 
de un cultivar de tomate de porte generalmente indeterminado y con frutos 
redondos, lisos, sin hombros, de tamaño mediano y con buena formación en 
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ramillete. Además, se estudiaron dos líneas transgénicas de MM que tienen 
modificada la ruta de biosíntesis de flavonoides y que fueron cedidas por el 
Dr. Arnaud Bovy (Wageningen Agricultural University, Holanda) y cuyas 
características principales son: 

- Plantas que sobreexpresan el gen CHALCONA ISOMERASA A 
(GenBank AF233637; gen PhCHI) de Petunia x hybrida hort. ex 
E.Vilm. de forma constitutiva bajo el promotor CaMV 35S duplicado 
(Muir et al., 2001). En esta memoria a estas plantas se las denominará 
CHIox. 

- Plantas que sobreexpresan conjuntamente el gen CHALCONA 
ISOMERASA A de P. hybrida y el gen FLAVONA SINTASA II 
(AF156976; gen GhFNS/CYP93B2) de Gerbera x hybrida hort. 
(Martens y Forkmann, 1999) de forma constitutiva bajo el promotor 
CaMV 35S duplicado (Schijlen et al., 2006). A partir de ahora se las 
denominará CHI/FNSox. 

 
Diseño experimental 

El estudio de las plantas CHIox y CHI/FNSox y su correspondiente 
control MM se llevó a cabo en las campañas de verano e invierno de 2012. Se 
cultivaron 18 plantas por genotipo distribuidas en tres bloques de seis plantas 
cada uno. Los genotipos dentro de cada bloque se distribuyeron al azar.  

Los experimentos de abonado con diferentes concentraciones de nitrógeno 
se llevaron a cabo en la primavera-verano de 2013. Se cultivaron 18 plantas 
por tratamiento. En este caso las plantas se dispusieron en filas ya que no se 
podía modificar el riego dentro de una misma fila.  

Los cultivos se rodearon con plantas de vera para evitar el efecto borde. 

 
Semilleros y cultivos 

Las semillas se germinaron en placas de Petri con papel de filtro 
humedecido en una estufa a 25ºC y en oscuridad tras un tratamiento previo 
con una solución de hipoclorito sódico al 4% (p/v) durante media hora y tres 
lavados posteriores con agua destilada. Una vez germinadas, las semillas se 
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sembraron en bandejas de polietileno de 54 alvéolos que se rellenaron con 
una mezcla de sustrato hortícola y fibra de coco con un aporte de vermiculita 
para mejorar la aireación del sustrato. Las bandejas se regaron cada dos días 
debido al pequeño volumen del alvéolo y se mantuvieron en un invernadero 
de vidrio hasta el momento del trasplante. Previo al trasplante se dieron unos 
tratamientos preventivos contra Pythium sp. con Previcur®-N (722 g/L de 
propamocarb clorhidrato; Bayer CropScience, Alemania) al 0,15% (v/v).  

El trasplante se llevó a cabo cuando las plantas tenían dos o tres hojas 
verdaderas pasándolas a macetas de 16 L rellenas con arena silícea, a razón 
de una planta por maceta. Estas se colocaron sobre unas canaletas de obra 
que permitieron el drenaje de las mismas y la recogida de los lixiviados. El 
marco de plantación fue de 1 m entre líneas y 0,5 m entre macetas. Las 
plantas se entutoraron con una rafia atada a la base del tallo, enrollada a lo 
largo del mismo y asida por arriba a las líneas de alambre, las cuales se 
encontraban sujetas a la estructura del invernadero a una altura de 2 m. Las 
plantas se podaron a 2 tallos para disponer de un mayor número de frutos y 
las flores se vibraron dos veces por semana para facilitar su polinización.  

Para prevenir las principales enfermedades que afectan al cultivo de 
tomate se administraron regularmente dos tratamientos: uno insecticida 
contra mosca blanca y pulgones y otro fungicida contra oídio. El tratamiento 
insecticida se aplicó semanalmente y se alternaron dos soluciones diferentes 
(solución 1: imidacloprid + piriproxifen; solución 2: metomilo + buprofezin). 
El tratamiento fungicida sólo se aplicó en caso de presencia del hongo y 
alternaron diferentes materias activas como bupirimato, azoxystrobin, etc. 

Tabla M-1. Composición de la solución nutritiva Hoagland ½ modificada para el 
cultivo de tomate. 

Macronutrientes mM Micronutrientes µM 
KNO3 3,30 H3BO3 46,10 
NH4H2PO4 0,50 MnCl2 18,90 
MgSO4 1,02 ZnSO4 1,42 
CaCl2 2,65 CuSO4 0,50 
HNO3 1,00 (NH4)6Mo7O24 0,35 
  FeNaEDTA 25,80 

 
La solución nutritiva utilizada fue ½ de la solución propuesta por 

Hoagland y Arnon (1950) modificada para el cultivo de tomate. La 
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composición de dicha solución se muestra en la Tabla M-1. El riego se 
realizó mediante un sistema programado de goteo antidrenante con un flujo 
de 2 L/h, dándose cada media hora un riego de un minuto o minuto y medio 
de duración en función de la necesidad de las plantas.  

Las soluciones nutritivas empleadas para el cultivo con distintas 
concentraciones de nitrógeno fueron formuladas por el Dr. Vicente Martínez 
(CEBAS-CSIC, Murcia) para una concentración final de nitrógeno de 3 mM, 
6 mM y 12 mM (Tabla M-2). A todas ellas se les añadió la misma cantidad 
de micronutrientes que en el caso de la Hoagland ½ modificada para el 
cultivo de tomate (ver Tabla M-1). 

Tabla M-2. Composición de macronutrientes de las soluciones nutritivas 
con distintas concentraciones de nitrógeno. La cantidad de micronutrientes 
añadidos fue la misma para las tres soluciones. 
Macronutrientes (mM) 3 mM N 6 mM N 12 mM N 
Ca(NO3)2 - 2,20 2,20 
KNO3 1,07 - 6,40 
K2SO4 2,70 3,24 - 
MgSO4 1,05 1,05 1,05 
CaCl2 3,72 1,35 1,35 
KH2PO4 1,00 1,00 1,00 
HNO3 2,00 2,00 2,00 

 
Todas las soluciones nutritivas empleadas en esta memoria se llevaron a 

un pH final de 5,8.  

Para el estudio de la expresión génica en raíz, se cultivaron plantas en 
medio hidropónico con el fin de obtener un material limpio y evitar daños a 
la raíz. Para ello, las semillas germinadas se colocaron en tubos tipo Falcon 
(50 mL) con solución nutritiva Hoagland ½ hasta que desarrollaron dos 
hojas verdaderas. En este estadio las plantas se pasaron a recipientes de 500 
mL con aireación continua que contenían la misma solución nutritiva y 
donde se cultivaron hasta que desarrollaron cinco hojas verdaderas, 
momento en el que se muestrearon las raíces. El crecimiento se llevó a cabo 
en una cámara de cultivo en condiciones de día largo (16 h luz ~25ºC – 8 h 
oscuridad ~18ºC).  
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Recolección de muestras 

Los estudios que se recogen en esta memoria se realizaron en varios 
estadios de desarrollo de fruto, hoja y raíz. El material de fruto se recolectó 
en 4 estadios de desarrollo que correspondieron a verde inmaduro (VI), verde 
maduro (VM), pintón (P) y rojo maduro (RM) (Figura M-2). El estadio VI 
corresponde a frutos recogidos 15 días después de antesis (daa) para lo que se 
etiquetaron flores en antesis, se vibraron para favorecer la polinización y 
transcurridos 15 días se recolectaron los frutos. Estos frutos se caracterizan 
por ser de color verde claro y mate. La recolección de frutos en los demás 
estadios se hizo en base al brillo, color y grado de maduración de los mismos 
teniendo en cuenta además su posición en el racimo. Así, los frutos VM 
corresponden aproximadamente a unos 35 dda y son brillantes y de color 
verde más intenso. Los frutos P corresponden a unos 45 dda y se caracterizan 
por haber empezado a virar a naranja y los RM a 55 dda y presentan un color 
rojo intenso y consistencia firme. Adicionalmente, para los estudios de 
microscopía y expresión génica se recolectó material de ovario. Para ello, se 
cogieron flores en antesis y, con la ayuda de una pinza, se eliminaron los 
pétalos, el cono anteridial y los sépalos lo que permitió recolectar el ovario. 

 
Figura M-2. Estadios de desarrollo del fruto estudiados en esta memoria: 
verde inmaduro (VI), verde maduro (VM), pintón (P) y rojo maduro (RM).  

Los estadios del desarrollo de hoja estudiados se muestran en la Figura M-
3A. Éstos correspondieron a la tercera hoja contando desde el ápice que 
corresponde a una hoja en fase de expansión (H4) y, por otro, a la octava hoja 
contando desde el ápice como hoja expandida fotosintéticamente activa (H8). 
Adicionalmente se recolectaron brotes apicales (BA) para los estudios de 
expresión génica. 
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Para los estudios de expresión génica en raíz se recolectaron raíces de 
plántulas 96 h después de la germinación (R0) y de plantas con cinco hojas 
verdaderas (R5) (Figura M-3B).  

Figura M-3. Estadíos del desarrollo de hoja (A) y raíz (B) estudiados en esta memoria. BA: 
brote apical, H3: tercera hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde el 
ápice, R0: raíz de plántulas 96 h después de la germinación, R5: raíz de plantas con cinco 
hojas verdaderas. 

 

Medida de la superficie foliar 

La superficie foliar se midió en 10 hojas de cada estadio (HJ y HA) y 
genotipo o tratamiento procedentes cada una de plantas diferentes. Las 
mediciones se hicieron con ayuda de un integrador de área foliar (Delta-T 
Devices Ltd., Reino Unido). La recolección del material se llevó a cabo de 
acuerdo con lo indicado en el apartado anterior.  

 
Determinación de la biomasa vegetal 

La biomasa de hojas, tallos y frutos de las plantas de cada genotipo o 
tratamiento se determinó al final de la campaña. Para ello se registró por 
separado el peso fresco de hojas y tallos de plantas individualizadas a primera 
hora de la mañana para evitar errores asociados a pérdidas de agua por 
deshidratación a lo largo del día. En el caso de los frutos se recolectaron lotes 
de cinco frutos de cada una de las plantas, los cuales se pesaron y previo a su 
colocación en una estufa se cortaron para favorecer el secado. Tras dos 
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semanas de secado en una estufa a 70ºC se determinó el peso seco de cada 
una de las partes. Todas las muestras se pesaron en una balanza analítica de 
0,01 g de precisión. Se determinó el peso fresco y seco de un mínimo de seis 
plantas por genotipo o tratamiento. 

 
Cosecha y peso medio del fruto 

La cosecha de las plantas de los distintos genotipos o tratamientos se 
determinó recolectando los frutos RM a medida que éstos iban madurando y 
anotando el número de frutos y su peso total. Se analizaron un mínimo de 
seis plantas por genotipo y tratamiento hasta el final de la campaña. La 
cosecha se estimó como el peso total en kilos que produjo cada planta y el 
peso medio de los frutos como el promedio entre el peso de los frutos frente 
al número de frutos por planta.  

 
Cantidad y viabilidad del polen 

Los muestreos de flores para recolectar polen se realizaron a primera hora 
de la mañana y se recolectaron flores de cinco plantas por genotipo escogidas 
al azar entre los tres bloques. Para ello, se recogieron cinco flores abiertas por 
planta que se colocaron en una placa de Petri. En los casos en los que alguna 
planta no tenía cinco flores abiertas, se cogieron las que tuviera, anotándose 
el número de flores (como mínimo se recolectaron tres flores por planta). A 
continuación, se llevaron las placas al laboratorio y allí se les quitaron las 
tapas y se dejaron secar las flores al aire a temperatura ambiente durante 1 h 
aproximadamente, lo cual favorece la extracción del polen. Transcurrido este 
tiempo, se procedió a la extracción del polen para lo que se cogieron las 
flores por la base y, apartando los pétalos y con la ayuda de un alambre 
estéril con la punta aguzada, se agitaron vigorosamente las anteras sobre un 
tubo Eppendorf de 1,5 mL. Una vez obtenida la máxima cantidad posible de 
polen de todas las flores muestreadas de una planta, se añadió al tubo 1 mL 
de medio de germinación, se agitó vigorosamente y se incubó la mezcla 
durante 20 min. Se empleó un medio de germinación puesto a punto para 
tomate (15% sacarosa, 1 mM KNO3, 0,1 mM KH2PO4, 1,27 mM Ca(NO3)2, 
1,62 mM H3BO3) el cual se preparó el mismo día del muestreo para evitar 
posibles contaminaciones microbianas debido al alto contenido de sacarosa.  
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Transcurridos los 20 min se añadió 400 µL de acetocarmín al 1% (p/v) 
para fijar y teñir el polen y se guardaron las muestras en oscuridad para evitar 
la descomposición del colorante. A partir de estas muestras de polen ya 
hidratado, fijado y teñido se procedió a estimar su cantidad y viabilidad 
mediante la observación al microscopio.  

Para la estimación de ambos parámetros se colocó una pequeña cantidad 
de muestra sobre una cámara cuenta-glóbulos de Fuchs Rosenthal, la cual 
tiene un volumen sobre la rejilla de 3,2 μL. Con la ayuda de un contador 
manual se contaron todos los granos de polen que había sobre la cuadrícula 
de la cámara. Los granos de polen con morfología redondeada y teñidos se 
consideraron viables y los que aparecían arrugados, lisados o sin teñir, no 
viables. La cantidad de polen producido por flor se estimó a partir del número 
total de granos de polen y se relativizó al volumen total de medio de 
germinación (1400 μL incluyendo el acetocarmín) y al número de flores de 
las que se extrajo el polen.  

 
Cantidad de semillas por fruto 

Se recolectaron 10 frutos RM por genotipo procedentes de plantas 
diferentes escogidas al azar. Los frutos se abrieron por la mitad y se 
extrajeron las semillas para su conteo. Las semillas vanas no se tuvieron en 
cuenta en el conteo.  

 
Crecimiento y maduración del fruto 

Para el estudio del crecimiento del fruto se etiquetaron 20 flores en antesis 
para cada genotipo o tratamiento y se midió la evolución del diámetro de los 
mismos cada 10 días a partir de 15 dda y hasta que el fruto alcanzó el estadio 
RM. Las medidas se tomaron de la zona ecuatorial de los frutos con un 
calibre digital. El diámetro del ovario se midió en 30 flores en antesis tras 
eliminar el cono anteridial, los pétalos y los sépalos. Paralelamente, se 
registró el estadio de desarrollo y maduración de los frutos, clasificándolos en 
VI, VM, P y RM, tal y como se indica en el apartado «Recolección de 
muestras».  
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Evaluación del agrietado y microrrayado del fruto 

La evaluación de estas fisiopatías se llevó a cabo en los frutos del segundo 
y tercer racimo de las plantas. Para ello, se recolectaron todos los frutos 
maduros de cada bloque y se evaluó la presencia/ausencia de agrietado y 
microrrayado. Adicionalmente se evaluó la severidad del agrietado en base a 
una escala arbitraria de 0 a 5, donde 0 equivale a ausencia de agrietado y 5 a 
la presencia de grietas a lo largo de toda la superficie del fruto. La Figura M-
4 muestra la escala empleada.  

 
Figura M-4. Escala empleada para evaluar la severidad del agrietado. El valor 0 corresponde 
a ausencia de agrietado; 1-5 aumento progresivo de la superficie del tomate cubierta por las 
grietas.  

 
Dureza del fruto 

Las medidas se realizaron en 20 frutos RM procedentes de plantas y 
bloques distintos, a razón de una medida por fruto, con la ayuda de un 
durómetro Durofel DFT 100 (Apollinaire Ltd, Francia). Las medidas, 
expresadas en grados Durofel y con una escala 0 - 100, se tomaron en la zona 
ecuatorial de frutos sin agrietar. 

 
Transpiración del fruto durante la poscosecha 

Se recolectaron 20 frutos RM para cada genotipo o tratamiento 
procedentes de plantas y bloques distintos. Se evitaron los frutos con grietas 
o heridas visibles. Tras medir su diámetro con un calibre digital, los frutos se 
dejaron a temperatura y humedad relativa ambiente y se monitorizó su 
pérdida de peso cada 10 días hasta su total deshidratación o hasta que los 
frutos agrietaron o mostraron crecimiento fúngico.  

Para el cálculo de la transpiración se representó gráficamente la pérdida 
de peso de cada fruto frente al tiempo y se realizó un ajuste de regresión 
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lineal de los datos. A partir del diámetro de cada fruto se calculó el área (A) 
en m2 asumiendo una forma esférica para el fruto de tomate. La tasa de flujo 
de agua (F), expresada en kg·s-1, se obtuvo a partir de la pendiente del ajuste 
lineal. El flujo de agua (J) se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación 
(Riederer, 2006b): 

�	 � �
�										�1� 

donde J tiene unidades de kg·s-1·m-2. 

 
Determinación del contenido de sólidos solubles, acidez valorable y 
aceptabilidad del sabor del fruto 

Para la determinación del contenido en sólidos solubles y acidez valorable 
se empleó el protocolo puesto a punto en el Laboratorio de Mejora Vegetal 
del IHSM. Para ello se trituró en un molinillo (IKA®A 11 basic, Alemania) 
trozos de pericarpo de cinco frutos RM. Se analizaron 10 muestras biológicas 
por genotipo o tratamiento. El triturado se colocó en un vial de centelleo y se 
congeló a -20°C. La congelación-descongelación de las muestras facilitó aún 
más la rotura de la estructura tisular y celular y la liberación de los jugos. Las 
muestras se centrifugaron a 3600 g durante 30 min a temperatura ambiente y 
el sobrenadante, equivalente al jugo filtrado, se usó para las determinaciones. 

Para determinar la acidez valorable se añadió 1 mL de jugo a 100 mL de 
agua destilada al que se le fue añadiendo una solución de NaOH 0,01 N hasta 
pH final de 8,1 empleando un valorador semiautomático (Schott Titroline 
easy, Alemania). Los mL de NaOH consumidos corresponden a 
meq NaOH/100 mL de jugo, que es como se expresa la acidez valorable. 

El contenido en azúcares expresado como °Brix (porcentaje de sólidos 
solubles) se midió colocando una gota de jugo en un refractómetro de mano 
digital PR-100 (Atago, Japón).  

La aceptabilidad del sabor del tomate se calculó empleando la ecuación 
desarrollada por Malundo et al. (1995) a partir de un estudio de paneles de 
cata:  

	
��
	�����	� � 5,43 � 0,51� � 2,64� � 9,00��										�2� 
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donde x es el porcentaje de azúcares calculado a partir de los ºBrix de 
acuerdo con la ecuación (3) asumiendo un valor de 5 ºBrix en la pasta de 
tomate e y el porcentaje de ácidos calculado a partir de la acidez valorable 
siguiendo las ecuaciones (4) y (5). 

%		 ú
	"�# � °%"�� � 5										�3� 
%	á
��'# � %	á
��'	
í
"�
' � 0,5										�4� 

%	á
��'	
í
"�
' � �) ∙ 0,064										�5� 
donde % ácido cítrico es la acidez valorable expresada como porcentaje de 
ácido cítrico y AV la acidez valorable expresada como meq NaOH/100 mL de 
jugo. 

 
Color del fruto y de la cutícula 

El color de los frutos se estimó con la ayuda de un colorímetro CHROMA 
METER CR-400 (Konica Minolta Sensing, Japón). Al comienzo de las 
mediciones se calibró el aparato con una placa de calibración Minolta. Se 
tomaron, en diferentes zonas del fruto, tres medidas de cada fruto y se 
analizaron un mínimo de 30 frutos en estadio RM para cada genotipo o 
tratamiento. Los valores se representaron en el espacio de color CIE L*C*Ho 
donde L* representa la luminosidad en una escala de grises siendo 0 negro y 
100 blanco, C* la croma o saturación, es decir, la riqueza o pureza definida 
como la distancia de separación de un color cromático con el color neutral 
(gris) y Ho el tono o matiz (expresado en grados), el atributo mediante el cual 
un color se percibe como rojo, amarillo, verde, azul, violeta, etc. (CIE, 1978).  

El color de las cutículas procedentes de frutos RM se midió igualmente 
con el colorímetro. Dada la naturaleza translúcida de algunas cutículas el 
colorímetro se calibró sobre un folio blanco sobre el que se hicieron todas las 
medidas de color de las cutículas. Las medidas se realizaron por la cara 
externa y se hicieron un mínimo de 50 medidas por genotipo o tratamiento. 

La contribución del mesocarpo al color final del fruto también se estimó 
midiendo el color en superficie de frutos RM a los que se les quitó 
previamente la piel. Se tomaron dos medidas por fruto y se analizaron un 
mínimo de 30 frutos por genotipo o tratamiento. 
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Aislamiento de la cutícula 

Para la extracción de las membranas cuticulares de frutos de tomate en 
distintos estadios de desarrollo se empleó el procedimiento descrito por 
Orgell (1955) y modificado por Yamada et al. (1964) tal como aparece en el 
trabajo de Petracek y Bukovac (1995). Se partió de 30 - 50 frutos tomados de 
todas las plantas en VM, P y RM, y de 80 - 100 frutos en VI. Los frutos 
recolectados se inspeccionaron visualmente para descartar aquellos que 
presentaban daños o irregularidades superficiales y a continuación se lavaron 
con agua destilada. Los frutos se cortaron por la mitad y se incubaron a 37ºC 
en una solución acuosa de tampón citrato 20 mM pH 3,7 (Panreac, España) a 
la que se le añadió celulasa (1% p/v, Fluka-Sigma, USA) y pectinasa (0,2% 
p/v, Sigma, USA) además de azida sódica 1 mM (Sigma, USA) para prevenir 
el crecimiento microbiano. Transcurridos siete días, las cutículas se separaron 
manualmente del tejido epidérmico, se filtró la solución enzimática y se 
continuó la incubación siete días más. Tras este periodo se cambió la 
solución enzimática y se incubaron las muestras otros siete días. A 
continuación, se sonicaron las cutículas en un baño de ultrasonidos (Selecta, 
España) para facilitar la eliminación de los restos de pared celular y se 
lavaron exhaustivamente con agua destilada durante dos días para eliminar 
los restos de la solución enzimática. Tras esto, se pasaron unos segundos por 
metanol, se dejaron secar sobre papel de filtro a temperatura ambiente y se 
colocaron en desecadores con gel de sílice para su total deshidratación y 
posterior conservación. 

 
Determinación de la cantidad de cutícula 

La cantidad de cutícula por unidad de área se determinó a partir de trozos 
de cutículas aisladas procedentes de distintos frutos a las que se les cortaron 
los bordes con el fin de obtener láminas planas. Las muestras se extendieron 
sobre un portaobjetos y se empleó un cubreobjetos que se pegó por los bordes 
para mantener los trozos de cutícula planos. La superficie de cada trozo se 
midió con el programa Visilog v 6.3 (Noiesis, Francia), previa captura de la 
imagen con una cámara LCC-RCA (SONY DFW-X700). Tras registrar el 
área, se dispusieron los portaobjetos con las muestras de cutícula en 
desecadores con gel de sílice para su completa deshidratación y posterior 
pesada en una balanza analítica de precisión 0,01 mg (Metler, España). El 
peso específico se expresó como cantidad de cutícula por unidad de área 
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(μg·cm-2). Se realizaron 10 medidas por genotipo o tratamiento y estadio del 
desarrollo. 

 
Análisis cuantitativo de los componentes de la cutícula 

La extracción de ceras se realizó en una mezcla de disolventes orgánicos a 
65ºC durante 2 h. Así, a 100 mg de cutícula aislada se le añadieron 100 mL 
de una mezcla cloroformo/metanol (2:1 v/v). Posteriormente, las muestras se 
lavaron tres veces con metanol. A continuación, se depositaron las muestras 
en el desecador durante 48 h y se pesaron para calcular el porcentaje de ceras.  

En segundo lugar, se extrajeron los polisacáridos tras reflujo en una 
solución acuosa 6 N de HCl durante 12 h a 80ºC (Baker et al., 1982). 
Posteriormente se realizaron tres lavados con agua y dos con metanol. Tras 
48 h en el desecador se pesaron las muestras y se determinó el porcentaje de 
polisacáridos y cutina por diferencia de pesada.  

El análisis de los compuestos fenólicos se realizó tras despolimerización 
de la cutina a 60ºC durante 16 h en agitación. Así, a 10 mg de cutícula se le 
añadió 10 mL de una solución de KOH al 1% en metanol (p/v). La 
absorbancia de la solución se midió a 324 nm en un espectrofotómetro 
(Pharmacia Biotech, USA). La cantidad de fenoles totales se estimó a partir 
una recta patrón con concentraciones conocidas de naringenina. 

 
Análisis cualitativo de ceras y cutina 

El análisis cualitativo de las ceras y la cutina de las cutículas aisladas de 
frutos RM procedentes de las plantas CHIox, CHI/FNSox y MM se llevó a 
cabo en el laboratorio del Dr. Lukas Schreiber (Institute of Cellular and 
Molecular Botany, Bonn, Alemania). Se realizó una extracción de ceras de 
acuerdo con el protocolo antes mencionado. A la mezcla de disolventes se le 
añadió tetracosano como control interno y se evaporaron éstos bajo un flujo 
de nitrógeno. La despolimerización de la cutina se realizó mediante 
transesterificación de las cutículas sin ceras en una mezcla 1N HCl en 
metanol (v/v) durante 2 h a 80ºC. A continuación, se añadió 2 mL de una 
solución saturada de NaCl en agua, se extrajeron los lípidos en hexano, se 
añadió dotriacontano como control interno y se evaporó la fase orgánica bajo 
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un flujo de nitrógeno. Previo al análisis por cromatografía de gases acoplada 
a espectrometría de masas (GC/MS) se derivatizaron las muestras de ceras y 
monómeros de cutina mediante la adición de N,N-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida y su incubación a 70ºC durante 40 min 
(Franke et al., 2005). Se analizaron tres réplicas biológicas por genotipo.  

 
Estudio de las propiedades mecánicas de la cutícula 

El estudio de las propiedades mecánicas de la cutícula se realizó con un 
extensiómetro diseñado para trabajar con cutículas de tomate (Matas et al., 
2005) equipado con un reloj comparador (Mitutoyo, Japón). Se cortaron 
fragmentos rectangulares de cutículas aisladas de 3 mm x 9 mm. Los 
segmentos de cutícula seleccionados fueron fijados al extremo de cada uno 
de los brazos de acero del dispositivo con una pequeña cantidad de 
cianocrilato (pegamento de secado rápido), de tal forma que la cutícula 
formara una superficie plana con el eje de desplazamiento del brazo móvil, 
intentando minimizar las tensiones inespecíficas propias del uso de pinzas y 
dispositivos similares. Todo el conjunto fue dispuesto en una cámara cerrada 
(Selecta, España) que permitió mantener la temperatura alrededor de 25ºC y 
una humedad relativa en torno al 40% (Matas et al., 2005). Cada muestra se 
mantuvo en el interior de la cámara del extensiómetro al menos 5 min antes 
del ensayo para permitir que se equilibrara con las condiciones del entorno. 

Los ensayos mecánicos consistieron en una serie sucesiva de ensayos de 
fluencia. Para determinar los cambios en longitud, cada segmento de cutícula 
se mantuvo en tensión con carga constante durante 20 min. Durante este 
periodo se registró la extensión longitudinal de la muestra cada 3 s mediante 
la conexión del dispositivo digital del extensiómetro a un ordenador por el 
puerto RS232 y un software de captura de datos (Telix, deltaComm 
Development, USA). Cada muestra se sometió a una secuencia ascendente de 
tensiones sostenidas desde 0,196 N hasta que se producía la fractura, con 
incrementos en la carga de 0,196 N y sin permitir la recuperación de la 
extensión alcanzada.  

El diagrama esfuerzo-deformación se obtuvo representando el esfuerzo 
aplicado frente a la máxima deformación longitudinal obtenida después de 
20 min. Para cada muestra se calculó el módulo elástico (MPa) que se toma 
como medida de la rigidez de la misma, el esfuerzo en el punto de fractura 
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(MPa) usado como indicador de la resistencia de la muestra y la deformación 
máxima (% de extensión) en el punto de fractura, así como las posibles 
relaciones que se establecieran entre ellos a través de las condiciones de 
ensayo (Niklas, 1992). 

 
Espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)  

Los espectros infrarrojos se determinaron en modo de reflectancia total 
atenuada (ATR) en un espectrómetro FTIR-4100 (Jasco, España), operando a 
una resolución de 4 cm-1. Se realizaron 250 acumulaciones para cada espectro 
en el rango comprendido entre 4000 y 600 cm-1. Los espectros de infrarrojo 
se analizaron mediante el software Spectra Manager v 2 (Jasco, España). 

Se analizaron tres réplicas biológicas distintas de cutina aislada por 
genotipo o tratamiento y estadio y se determinó el índice de esterificación 
(España et al., 2014) de la cutina a partir de la absorción (A) de las bandas de 
1730 cm-1 (correspondiente a la vibración de estiramiento de los grupos 
funcionales éster, C=O) y 2918 cm-1 (correspondiente a las vibraciones de 
estiramiento asimétricas de los grupos metileno, CH2) de acuerdo con la 
ecuación: 
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Este índice permite determinar el grado de esterificación de los 
hidroxiácidos de la matriz de cutina. 

 
Fijadores y colorantes para microscopía 

FAA 

Para la preparación de este fijador se mezclaron 90 mL de etanol al 50%, 
5 mL de ácido acético glacial y 5 mL de formaldehído al 37%. 

Gelatinización de portaobjetos 

Los portaobjetos se desengrasaron por inmersión en una solución de 
etanol 100% y éter dietílico (1:1 v/v) durante al menos 24 h y posteriormente 
se lavaron con etanol. La solución de gelatina se preparó calentando a 60ºC 
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en una placa calefactora 200 mL de agua destilada y disolviendo 1 g de 
gelatina oro (Panreac, España) y 0,1 g de sulfato de potasio y cromo (III) 
dodecahidrato (Merck, Alemania). Una vez preparada la solución de gelatina, 
los portaobjetos se colocaron en una canastilla y se sumergieron durante 10 s 
en la mezcla. Transcurrido este tiempo se sacaron, se dejaron al aire durante 
5 min y se volvieron a sumergir en la mezcla de gelatina otros 10 s. 
Finalmente, se dejaron secar en una estufa a 37ºC durante dos días. 

Acetocarmín 

La solución de acetocarmín al 1% (p/v) se realizó llevando a ebullición 
100 mL de una solución al 45% de ácido acético en agua a la que se le añadió 
1 g de índigo carmín (Sigma, USA) y se dejó hervir suavemente hasta que se 
disolvió el colorante. A continuación, una vez enfriada la solución, se filtró 
dos veces. Las muestras de polen teñidas se observaron en un microscopio de 
campo claro.  

Sudán IV 

Se preparó una solución de Sudán IV (Sigma, USA) al 0,5% (p/v) en 
etanol al 85%. Los cortes se tiñeron durante 15 min y seguidamente se 
lavaron con etanol al 50% un mínimo de tres veces hasta eliminar el exceso 
de colorante. Se observaron los cortes en un microscopio con campo claro, 
poniéndose de manifiesto la presencia de lípidos que se tiñeron de color rojo-
anaranjado. 

Azul de toluidina O 

Se preparó una solución de azul de toluidina (Sigma, USA) al 0,5% (p/v) 
en agua destilada (Considine y Knox, 1979). Los cortes se tiñeron durante 
30 s a 60ºC en una placa calefactora y se aclararon posteriormente con agua 
destilada hasta eliminar el exceso de colorante. El azul de toluidina O es un 
colorante policromático que permite estudiar la organización celular y tisular. 
Los cortes se observaron con un microscopio óptico convencional con campo 
claro.  

Calcoflúor 

Se preparó una solución de Calcoflúor White M2R (Sigma, USA) al 0,1% 
(p/v) en agua destilada. Los cortes se tiñeron durante 5 min y se lavaron 
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posteriormente tres veces con agua destilada. Para la visualización de los 
cortes se empleó un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800 

(Japón) con filtro ultravioleta. El calcoflúor se une principalmente a β (1→4) 
glucanos como la celulosa emitiendo fluorescencia blanquecina cuando se 
excita con luz ultravioleta (Luza et al., 1992).  

Auramina O  

Se preparó una solución de Auramina O (Sigma, USA) al 0,01% (p/v) en 
tampón fosfato 0,05 M pH 7,8 (Considine y Knox, 1979). Los cortes se 
tiñeron durante 5 min y se lavaron posteriormente tres veces con agua 
destilada. La auramina O se utilizó para el estudio morfológico de la cutícula 
ya que se une de forma específica a compuestos lipídicos. Los cortes se 
visualizaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800 
(Japón) con un filtro FITC.  

Todos los colorantes preparados fueron filtrados con una membrana 
Filtropur (Sarstedt, Alemania) de 0,2 µm de diámetro de poro antes de ser 
utilizados. 

 
Cortes histológicos 

El estudio de la anatomía del pericarpo del fruto y de la hoja, incluyendo 
cambios en el grosor y grado de invaginación de la cutícula del fruto, se 
realizó a partir de cortes histológicos de muestras incluidas en resina. Se 
estudiaron tres réplicas biológicas procedentes de plantas y bloques distintos. 
Para ello se fijaron en FAA trozos de pericarpo de la zona ecuatorial del fruto 
y trozos de hoja en distintos estadios del desarrollo. Los estadios de fruto que 
se estudiaron fueron VI, VM, P y RM mientras que los de hoja fueron H3 y 
H5. En el caso de las hojas se seleccionó siempre el segundo foliolo 
(contando desde el foliolo apical), se eliminaron los bordes y se evitó la zona 
del nervio central. 

Tras la fijación del material durante un mínimo de 24 h se procedió a su 
deshidratación en diluciones seriadas de etanol al 70% (dos pases de 30 min), 
80% (dos pases de 30 min) y 95% (dos pases de 1 h). No fue necesaria la 
deshidratación total ya que la historesina (Leica, Alemania) es hidrofílica. El 
protocolo seguido fue el especificado por el fabricante de la resina. La 
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preinfiltración de las muestras se realizó en una mezcla de solución de 
infiltración (resina más activador) y etanol 95% (1:1, v/v) durante 1 h. Las 
muestras se sometieron a vacío durante unos 15 min para facilitar la 
penetración de la resina. Posteriormente se cambió la mezcla anterior por 
solución de infiltración y se incubaron las muestras durante 2 h tras unos 
15 min de vacío para permitir la total infiltración de la resina en las muestras. 
Finalmente se trasladaron las muestras a cápsulas de polimerización BEEM® 
(Fedelco, España) y se incluyeron en una mezcla de solución de infiltración 
más endurecedor. Las muestras se dejaron polimerizar durante 2 h a 
temperatura ambiente. 

Se realizaron cortes de 4 µm con un microtomo de rotación (RM2125, 
Leica, Alemania) los cuales se depositaron sobre gotas de agua en 
portaobjetos gelatinizados para favorecer la adhesión del corte a los mismos 
y se secaron en una estufa a 37ºC durante 24 h.  

 
Determinación del grosor y grado de invaginación de la cutícula y del 
tamaño y forma de las células epidérmicas  

Las medidas se realizaron con el programa de análisis de imagen Visilog v 
6.3 (Noesis, Francia) sobre imágenes digitales previamente capturadas. No se 
realizaron más de dos medidas por campo microscópico y de cinco por corte 
histológico. 

Los cortes histológicos de pericarpo teñidos con Sudan IV se emplearon 
para medir el grosor y grado de invaginación de la cutícula. El grosor de la 
cutícula se midió en la zona intermedia de la célula y el grado de 
invaginación a partir de una escala arbitraria de 0 - 2. El grado de 
invaginación estima la deposición de cutícula en las paredes celulares 
epidérmicas anticlinales y periclinales internas, así como en las primeras 
capas de células colenquimáticas. De acuerdo con esta escala 0 corresponde a 
ausencia de cutícula en las paredes anticlinales de la epidermis, 0,5 a cutícula 
rodeando las paredes anticlinales, 1 a cutícula rodeando además las paredes 
periclinales internas de las células epidérmicas, 1,5 cuando la cutícula rodea 
adicionalmente las paredes anticlinales de la primera capa de colénquima y 2 
cuando la epidermis y la primera capa celular del colénquima están 
completamente rodeadas de cutícula. Se realizaron un mínimo de 30 medidas 
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para el grosor y el grado de invaginación para cada genotipo o tratamiento y 
estadio del desarrollo.  

Las medidas de tamaño y forma de las células epidérmicas se realizaron a 
partir de cortes teñidos con azul de toluidina O. Se midió el área y perímetro 
de las células epidérmicas, así como los diámetros radiales y tangenciales de 
las mismas. Se realizaron 60 medidas para cada genotipo o tratamiento y 
estadio del desarrollo.  

 
Microscopía electrónica de barrido 

La forma y tamaño del grano de polen, la superficie de la hoja y del fruto 
se inspeccionaron con un microscopio electrónico de barrido (JEOL JSM-
840, Japón) acoplado a un sistema de adquisición digital de imágenes. El 
material de hoja y fruto ya fijados se deshidrató en una serie de diluciones de 
etanol al 50%, 70%, 80%, 90% (dos pases de 30 min en cada una de las 
diluciones) y 100% (dos pases de 1 h). No fue necesario deshidratar el polen. 
A continuación, las muestras se sometieron a secado por punto crítico y 
finalmente se recubrieron con una capa de oro coloidal para darle 
propiedades conductoras al tejido. Este paso se llevó a cabo en el Servicio de 
Microscopía Electrónica de la Universidad de Málaga. 

 
Densidad de células epidérmicas 

A partir de imágenes obtenidas con el microscopio electrónico de barrido 
se hicieron conteos del número de células epidérmicas del fruto por unidad de 
superficie, así como del número de estomas, tricomas y células del pavimento 
de la hoja. Se tomaron imágenes de 18 campos microscópicos de tres 
muestras biológicas distintas procedentes de plantas diferentes. Se calculó la 
superficie en mm2 de cada imagen con el programa Visilog v 6.3 (Noiesis, 
Francia). Las muestras correspondieron a la zona ecuatorial de los frutos y al 
segundo foliolo de la hoja evitando el nervio central y los bordes del foliolo. 
En el caso de la hoja se analizaron tanto el haz como el envés. 
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Bioinformática 

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de los genes y proteínas 
estudiados en la presente memoria fueron obtenidas de la base de datos Sol 
Genomics Network (SGN, http://solgenomics.net/) mediante búsqueda 
directa, en el caso de genes anotados, o a través de búsqueda de ortólogos 
mediante el uso de BLAST, en el caso de genes no anotados. El diseño de 
cebadores se realizó con el programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/). Las secuencias y características de los cebadores se incluyen en los 
Anexos II y III de esta memoria. El alineamiento de las secuencias de 
aminoácidos de las familias génicas CHALCONA SINTASA (CHS), 
CHALCONA ISOMERASA (CHI), FLAVANONA 3 HIDROXILASA 
(F3H) y FLAVONOL SINTASA (FLS) se realizó con el programa ClustalX 
(Larkin et al., 2007). El análisis filogenético se llevó a cabo con el programa 
PAUP* (Swofford, 2002) y se empleó el método de parsimonia acompañado 
de un análisis de bootstrap con 1000 repeticiones. Para la representación de 
los árboles filogenéticos se emplearon los programas TreeView X (Page, 
1996) y Mesquite v 3.2 (Maddison y Madisson, 2017). 

Cuando se estimó oportuno se comparó los datos de expresión obtenidos 
en esta memoria con los depositados en la base de datos Tomato Functional 
Genomics (http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/home.cgi), los 
cuales se obtuvieron por diferentes metodologías para distintos tejidos y 
genotipos de tomate. 

 
Extracción y purificación de ADN  

La extracción de ADN genómico se realizó con DNAzol® (Invitrogen, 
USA) para la determinación del número de copias del transgen y con DNeasy 
Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) para el cálculo de las eficiencias de los 
cebadores. En ambos casos se siguieron las indicaciones dadas por los 
fabricantes. La cantidad de ADN se estimó con un espectrofotómetro 
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, España) a partir de la absorbancia 
a 260 nm y la calidad del mismo a partir de las ratios de absorbancia 
A260/A280, A260/A270 y A260/A230 como indicadores de contaminación con 
proteínas, fenol y carbohidratos, respectivamente. La ratio A260/A280 estuvo 
entre 1,7 - 1,9, la ratio A260/A270 entre 1,0 - 1,2 y la ratio A260/A230 entre 1,9 -
 2,3.  
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En todos los casos se usaron hojas jóvenes procedentes de brotes, las 
cuales fueron congeladas en N2 líquido inmediatamente tras su separación de 
la planta, trituradas hasta tener un polvo fino y guardadas a -80ºC o 
procesadas inmediatamente. 

 
Extracción y purificación de ARN y síntesis de ADNc 

Se extrajo ARN de ovario en antesis y de epicarpo, mesocarpo, hoja y raíz 
en diferentes estadios de desarrollo. Las muestras recolectadas en el 
invernadero se transportaron al laboratorio en frío donde se lavaron con una 
solución acuosa de detergente y se aclararon con abundante agua bidestilada. 
En los frutos, el aislamiento del epicarpo y mesocarpo se realizó con ayuda 
de cuchillas de doble filo. Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido, 
se trituraron en morteros previamente tratados para inactivar las RNasas 
asegurándose de mantener el tejido congelado durante todo el proceso y se 
almacenaron a -80ºC. La extracción de ARN se realizó con TRIzol® 
(Invitrogen, USA) en los tejidos de mesocarpo y epicarpo VM, P y RM ya 
que permite partir de cantidades mayores de material. Posteriormente, el 
ARN se sometió a un tratamiento con 4 U de DNasa I recombinante (RNase-
free DNase set, QIAGEN, Alemania) durante 30 min para eliminar cualquier 
resto de ADN genómico. A continuación se empleó el kit NucleoSpin® RNA 
Clean-up (Macherey-Nagel, Alemania) para limpiar el ARN de cualquier 
impureza. La extracción de ARN en el resto de los tejidos se hizo con el kit 
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo el protocolo 
indicado por el fabricante. Se realizaron tres extracciones de ARN por tejido 
y genotipo o tratamiento procedentes de muestras biológicas diferentes.  

La cantidad y calidad inicial del ARN se estimó con un Nanodrop 1000. 
Las ratios de absorbancia A260/A280, A260/A270 y A260/A230 estuvieron 
comprendidas entre 1,9 - 2,1, 1,0 - 1,2 y 1,9 - 2,3 respectivamente. 
Adicionalmente, la calidad del ARN se comprobó mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 1% (p/v) en tampón TAE 1x. 

La síntesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total se 
llevó a cabo con el kit Super Script III First-Strand Synthesis Super Mix for 
qRT-PCR (Invitrogen, USA) siguiendo el protocolo descrito por el 
fabricante. Finalizado este proceso, las muestras de ADNc se diluyeron a la 
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mitad. Se realizaron tres síntesis de ADNc por tejido y genotipo o tratamiento 
a partir del ARN extraído de cada una de las tres réplicas biológicas.  

 
PCR cuantitativa a tiempo real  

La identificación de las plantas CHIox y CHI/FNSox homocigotas y 
hemicigotas y el estudio de los niveles de expresión de los genes de interés en 
distintos estadios del desarrollo para diferentes genotipos o tratamientos se 
llevó a cabo mediante qPCR en un termociclador Bio-Rad C1000 con sistema 
de detección CFX96™ Real-Time PCR Detection System acoplado (Bio-
Rad, USA). 

Determinación del número de copias del transgén 

Como controles para la identificación de las plantas CHIox y CHI/FNSox 
homocigotas y hemicigotas se emplearon plantas transgénicas cedidas por el 
Dr. Juan Capel (Universidad de Almería) que contienen el gen NEOMICINA 
FOSFOTRANSFERASA II (NPTII) en homocigosis (dos copias) o en 
hemicigosis (una copia) confirmado por hibridación southern blot. Este gen, 
cuya expresión en plantas confiere resistencia al antibiótico kanamicina, se 
encuentra también incluido en el T-DNA de las plantas CHIox y CHI/FNSox. 

La qPCR se realizó por triplicado para cada muestra usando el kit 
comercial SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante para un volumen final de 20 µL con 

una concentración 0,25 µM de cebadores y 150 ng ADN por reacción. Las 
condiciones utilizadas fueron las específicas para ADN genómico, usando 
como temperatura de anillamiento 58ºC durante 10 s. Se empleó como gen de 
referencia SHN (Solyc06g053230). Las secuencias (5’-3’) de los cebadores 
empleados fueron las siguientes:  

NPTII_Fw: ATACTTTCTCGGCAGGAGCA 
NPTII_R: CTGTGCTCGACGTTGTCACT 
SHN_Fw: CAAGAGCGTATGATGAAGCA 
SHN_R: TCCTTGCAACATTTCCTCAG  

Para la determinación del número de copia se empleó el método 
comparativo Cq (2–ΔΔCq) descrito por Livak y Schmittgen (2001) y que ha 
sido utilizado con éxito para la determinación del número de copia de 
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transgenes (Ingham et al., 2001). Esta cuantificación se basa en la 
comparación entre la cantidad de ADN del transgen con respecto a la del gen 
de referencia.  

Niveles de expresión 

El estudio de expresión génica se realizó a partir de ADNc procedente de 
distintos tejidos y genotipos o tratamientos mediante RT-qPCR empleando el 
kit SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) y siguiendo las 
instrucciones del fabricante para un volumen final de reacción de 20 µL con 

una concentración 0,125 µM de cebadores y 25 ng ADNc por reacción. Para 
cada gen, estadio del desarrollo y genotipo o tratamiento se analizaron tres 
réplicas biológicas con tres réplicas técnicas cada una. Las condiciones de 
PCR se detallan en la Tabla M-3. Se registró la fluorescencia al final de cada 
ciclo de amplificación y durante la curva de fusión. 

Tabla M-3. Condiciones de amplificación empleadas para el estudio de los 
niveles de expresión génica. 

Condiciones Tiempo Temperatura 
1x   

Desnaturalización/Activación 3 min 95ºC 
   

40x   
Desnaturalización 15 s 95ºC 

Anillamiento 15 s 58ºC 
Extensión 20 s 72ºC 

   
1x   

Curva de fusión 
10 s 95ºC 
5 s 65ºC 

 65-95ºC* 
*Incremento de temperatura de 0,5ºC 

Se seleccionaron tres genes de referencia para cada tejido en base a lo 
publicado en la bibliografía de tomate y se comprobó su estabilidad en los 
estadios del desarrollo, genotipos y tratamientos estudiados en esta memoria. 
Estos genes fueron CAC (Solyc08g006960), SAND (Solyc03g115810) y 
Expressed (Solyc07g025390) para epicarpo y mesocarpo de fruto y para raíz 
(Expósito-Rodríguez et al., 2008) y EFα1 (Solyc06g005060), CAC y 
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Expressed para hoja (Rotenberg et al., 2006). Las secuencias de los 
cebadores empleados se muestran en los Anexos I y II. 

La eficiencia de los cebadores se determinó a partir de la pendiente (m) de 
una recta de calibrado en la que se representaron los valores de Cq (eje de 
ordenadas) frente al logaritmo de distintas concentraciones de ADN 
genómico (eje de abscisas). Se analizaron siete diluciones de ADN que 
comprendieron un rango de tres órdenes de magnitud siguiendo las 
directrices indicadas por Bustin et al. (2009). Estas diluciones fueron: 0,5, 
0,2, 0,05, 0,02, 0,005, 0,002 y 0,0005 µg/reacción. Se realizó un ajuste de 
regresión lineal de los datos para cada pareja de cebadores y se calculó la 
eficiencia (Ef) de dichos cebadores y el factor de amplificación (E) de 
acuerdo con las siguientes fórmulas (Rasmussen, 2001): 

5- � 	1067/89 � 1										�7� 

5 � 	1067/8 9										�8� 
El error estándar (SE) del factor de amplificación se calculó siguiendo la 

ecuación descrita por Hellemans et al. (2007):  

<5	�5� � 	5	 ∙ 	 ln 10	 ∙ <5	�?�
?� 										�9� 

donde SE (m) es el error estándar de la pendiente, el cual se obtuvo del 
análisis de regresión.  

Los niveles de expresión génica se expresaron como cantidades relativas 

(RQ) siguiendo el modelo matemático comparativo ∆Cq descrito por Pfaffl 
(2001) que tiene en cuenta la eficiencia de cada gen y modificado por 
Vandesompele et al. (2002) para incluir varios genes de referencia:  

@A � 	
B∏ 5DEFGH	DEFDEF1DEF/
I

5JKLGH	JKL 										�10� 

donde end es el gen de referencia, goi el gen de interés y Cq el ciclo en el que 
se alcanza una fluorescencia determinada (threshold) igual para todas las 
muestras de una misma placa. 
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El coeficiente de variación (CV) de cada gen endógeno y el coeficiente de 

variación medio (M)) de los tres genes de referencia se calculó de acuerdo 
con Hellemans et al. (2007):  

M) �	<N	�@ADEF�
@ADEF

										�11� 

M) � 	∑ M)DEFDEF1DEF/
, 										�12� 

donde SD (RQend) es la desviación estándar de la cantidad relativa de un gen 

de referencia para todas las muestras, @ADEF la media de la cantidad relativa 
de un gen de referencia para todas las muestras, n el número de genes de 
referencia. Para el cálculo de la cantidad relativa de cada gen de referencia 
(RQend) se empleó la ecuación antes indicada relativizando cada gen de 
referencia al conjunto de los tres genes de referencia. 

La eficiencia de los cebadores también se calculó con ayuda del programa 
de análisis de datos de PCR cuantitativa a tiempo real LinRegPCR v 2014.4 
(Ramakers et al., 2003; http://LinRegPCR.nt). Este programa calcula la 
eficiencia de la amplificación a partir del ajuste de regresión lineal de un 
subconjunto de datos de la fase exponencial logarítmica de la curva de 
amplificación (Ruijter et al., 2009). Para ello es necesario corregir la línea 
base y determinar la ventana de linealidad y el umbral de fluorescencia. La 
línea base se define como la fluorescencia detectada antes de la amplificación 
específica y es debida a la fluorescencia del propio ADNc, de los cebadores o 
del fluoróforo no unido al ADNc. La ventana de linealidad corresponde a un 
subconjunto de puntos de la fase exponencial usados para la estimación de la 
eficiencia de la amplificación. El umbral de fluorescencia es una cantidad fija 
de fluorescencia que determina el valor Ct. 

Los datos obtenidos con el programa CFX Manager™ v 3.1 se exportaron 
al programa LinReg, el cual llevó a cabo una corrección de la línea base de 
cada muestra por separado, determinó la ventana de linealidad para cada 
amplicón y realizó un análisis de regresión lineal para determinar la 
eficiencia de la amplificación a partir de la pendiente de la fase exponencial 
de la curva de amplificación. Se determinó, para cada pareja de cebadores, la 
eficiencia promedio de los distintos estadios del desarrollo y genotipos o 
tratamientos estudiados. Dicha eficiencia promedio del ensayo fue la que se 
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empleó para el cálculo de las cantidades relativas de acuerdo con Remans et 
al. (2014). 

 
Análisis estadísticos 

El análisis estadístico de todos datos se realizó con ayuda del programa 
informático SPSS Statistics v 23 (IBM Corp., NY, USA). Previamente al 
análisis de los datos, se comprobó que los datos presentaran una  distribución 
normal y que las varianzas fueran homogéneas. Las pruebas empleadas para 
ello fueron la de Kolmogorov-Smirnov y la de Levene, respectivamente. 
Cuando la variable a analizar fue un porcentaje, los datos se transformaron 
mediante la transformación angular para mejorar la normalidad de la 
distribución: 

	"
#�,P�'"
�,
	Q� 100⁄S 										�13� 
Los valores y medias de las distintas variables de porcentaje empleadas en 

esta memoria se presentan en escala real, aunque los análisis estadísticos se 
realizaron con los datos transformados. 

Para la comparación de medias entre dos muestras independientes se 
utilizó la prueba T de Student. El análisis del posible efecto de la variable 
tratamiento o genotipo sobre un carácter dado se llevó a cabo mediante 
análisis de varianza de una vía (ANOVA). Para la ordenación de los niveles 
de una variable en cuanto a la magnitud del carácter dado se utilizó una 
prueba de comparación múltiple de medias a posteriori. Concretamente se 
empleó la prueba Tukey b en aquellos casos en los que las varianzas fueron 
homogéneas y la de Games-Howell cuando las varianzas no lo fueron.  

Se realizaron análisis de regresión lineal de los valores de las rectas de 
calibrado para la cuantificación de fenoles totales en la cutícula y en el fruto, 
para el cálculo de la eficiencia de los cebadores, y para el análisis de la 
transpiración del fruto durante la poscosecha. Estos análisis se realizaron con 
un mínimo de siete medidas y con R2 > 0,99.  

Para el análisis de correlación entre los datos de Ct y la concentración de 
ADN para el cálculo de la eficiencia de los cebadores se empleó el 
coeficiente de correlación lineal de Pearson.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

CAPÍTULO 1 
 

METABOLISMO DE LOS 
FLAVONOIDES: ANÁLISIS DE 

LA EXPRESIÓN DE GENES 
IMPLICADOS 

 
 

"La verdadera ciencia enseña, sobre 
todo, a dudar y a ser ignorante" 

 Miguel de Unamuno 
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INTRODUCCIÓN 

Los flavonoides son una clase de compuestos del metabolismo secundario 
que juegan un amplio número de funciones en plantas, desde la protección 
frente a la luz UV o la coloración de flores y frutos hasta el transporte polar 
de auxinas y el control del crecimiento de órganos, por citar sólo algunas (Li 
et al., 1993; Mol et al., 1998; Peer y Murphy, 2007; Buer y Djordjevic, 
2009). La acumulación de flavonoides en tomate se ha estudiado 
especialmente en fruto donde se ha detectado un aumento de los mismos 
durante la maduración (Meléndez-Martínez et al., 2010). Concretamente los 
principales flavonoides que se acumulan en fruto son la chalconaringenina 
seguida de quercetina y kaempferol (Slimestad y Verheul, 2009). De estos 
compuestos sólo la chalconaringenina se detecta en la cutícula de los frutos 
maduros (Hunt y Baker, 1980; Baker et al., 1982). En tomate son pocos los 
trabajos que han estudiado la composición cualitativa de los flavonoides de 
hoja, si bien se ha identificado la acumulación de quercetina y kaempferol 
junto con la de antocianos (Mathews et al., 2003; Pandey et al., 2015). Por su 
parte en raíz la concentración de flavonoides es bastante inferior al resto de 
los tejidos (Groenenboom et al., 2013; Silva-Beltrán et al., 2015) aunque se 
ha destacado la presencia de flavononas y flavonoles (Zornoza et al., 1984). 

 
Figura 1-1. Esquema del inicio de la ruta de biosíntesis de los 
flavonoides indicando las enzimas involucradas en la biosíntesis de los 
flavonoides presentes en tomate. 
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Los flavonoides que se acumulan en la planta de tomate son producto de 
la actividad de las enzimas CHALCONA SINTASA (CHS), CHALCONA 

ISOMERASA (CHI), FLAVANONA 3β-HIDROXILASA (F3H) y 
FLAVONOL SINTASA (FLS) (Figura 1-1). CHS es el primer enzima de la 
ruta de los flavonoides. Cataliza la condensación secuencial de tres unidades 
de acetato procedentes de la condensación descarboxilativa de malonil-CoA 
con una molécula de cumaroil-CoA, y posteriormente lleva a cabo una 
ciclación intramolecular del tetraquétido linear (Ferrer et al., 2008). CHS 
pertenece a la superfamilia de poliquétido sintasa tipo III (PKS III) de plantas 
y bacterias (Austin y Noel, 2003). La familia PKS III de plantas comparten 
una similitud de secuencia aminoacídica entre 30-95% (Abe y Morita, 2010). 
Las tres superfamilias de PKS muy probablemente evolucionaron de las 
enzimas elongadoras de ácidos grasos del metabolismo primario, con las que 
comparten varias características de plegamiento y un modo de acción común 
(Ferrer et al., 1999; Austin y Noel, 2003). La duplicación y divergencia del 
gen CHS en plantas ha dado lugar a una familia de enzimas relacionadas que 
difieren en la molécula sustrato, el número de unidades de acetato que 
condensan o el patrón de ciclación intramolecular (Austin y Noel, 2003). La 
CHS es un homodímero que contiene dos sitios activos funcionalmente 
independientes formados cada uno por residuos del mismo monómero (Tropf 
et al., 1995; Ferrer et al., 1999). El estudio cristalográfico de la CHS ha 
permitido la identificación de los residuos que definen el sitio catalítico, así 
como los responsables del bolsillo donde ocurre la reacción de ciclación 
(Ferrer et al., 1999). Los estudios estructurales sugieren que las enzimas PKS 
III emergieron a partir de las cetoacil sintasas tipo III (KAS III), responsables 
de la condensación del acetil CoA con una molécula de malonil CoA (Ferrer 
et al., 2008; Abe y Morita, 2010). 

CHI cataliza la ciclación de la chalconaringenina y la 6’-deoxichalcona 
(isoliquiritigenina) en (2S)-naringenina y (2S)-5-deoxiflavanona 
(liquiritigenina), respectivamente. En condiciones naturales ambos sustratos, 
chalconaringenina y 6’-deoxichalcona, son capaces de ciclar 
espontáneamente para producir naringenina y 5-deoxiflavanona. Sin 
embargo, sólo los isómeros (S) son biológicamente activos, por lo que la CHI 
garantiza la formación del isómero con actividad biológica al tener una 
preferencia aparente 10000:1 por el isómero (S) frente al (R) (Jez et al., 
2000). En un principio se postuló que esta enzima era específica de plantas ya 
que no se conocían secuencias o estructuras similares fuera del reino vegetal 
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(Jez et al., 2000); sin embargo, estudios posteriores han permitido identificar 
genes homólogos en hongos y en algunas bacterias (Gensheimer y 
Mushegian, 2004). En plantas se ha identificado la presencia de dos tipos de 
CHI (Kimura et al., 2001; Shimada et al., 2003). El tipo I es común a todas 
las plantas vasculares y es responsable de la conversión de la 
chalconaringenina a naringenina. Por su parte el tipo II parece ser específico 
de las Fabaceae y son capaces de convertir además la isoliquiritigenina en 
liquiritigenina. Adicionalmente se han identificado otros dos tipos de CHI. 
Las CHI tipo III están presentes en plantas vasculares y algas y, 
recientemente, se han identificado como proteínas que se unen a ácidos 
grasos (FAPs) (Ralston et al., 2005; Ngaki et al., 2012). El silenciamiento de 
estas CHI tipo III en A. thaliana alteró los niveles de ácidos grasos y al 
mismo tiempo afectó a la reproducción (Ngaki et al., 2012). Por su parte, las 
CHI tipo IV no tienen función conocida y son específicas de plantas 
vasculares (Ralston et al., 2005; Ngaki et al., 2012). Recientemente, el 
estudio de dos CHI tipo IV de I. nil y A. thaliana mostró que estas enzimas 
participan en la síntesis de flavonoides, postulándose un mecanismo 
cooperativo con la CHI tipo II (Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). El 
estudio cristalográfico de la CHI tipo II de Medicago sativa L. ha permitido 
la identificación de los aminoácidos que participan en el sitio activo, así 
como de aquellos que influyen en la preferencia de sustrato (Jez et al., 2000). 
El análisis de secuencia de las proteínas CHI tipo III y IV mostró 
sustituciones en algunos de los aminoácidos claves para la unión de la enzima 
al sustrato (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). 

F3H cataliza la 3β hidroxilación de las 2S-flavanonas para dar lugar a 
2R,3R-dihidroflavonoles. Pertenece a la familia de dioxigenasas dependiente 
de 2-oxoglutarato/Fe(II), la cual se caracteriza por emplear un intermediario 
Fe(IV)-oxo para dar lugar a diversas reacciones oxidativas (Martínez y 
Hauseinger, 2015). Se trata de una familia de enzimas que participa en 
numerosos procesos biológicos como el metabolismo de ácidos grasos o la 
biosíntesis de metabolitos secundarios (Martínez y Hausinger, 2015). 
Además, tiene una distribución ubicua, estando presente en bacterias, plantas, 
hongos y vertebrados (Martens et al., 2010). FLS cataliza la desaturación de 
los 2R,3R-dihidroflavonoles a flavonoles. Se trata de una enzima que 
pertenece a la misma familia de dioxigenasas que la F3H (Wellmann et al., 
2002). Esta familia de dioxigenasas requieren 2-oxoglutarato y Fe(II) como 
cofactores para la unión del oxígeno molecular. Adicionalmente, el 
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ascorbato, aunque no es esencial, favorece la reacción enzimática y se cree 
que participa manteniendo el estado del Fe(II) (Clifton et al., 2006; Prescott y 
John, 1996). El estudio cristalográfico de diferentes enzimas de esta familia 
permitió la identificación de diversos residuos importantes para su función 
(Hegg y Que, 1997). Así, se ha destacado una tríada, 2-His-1-carboxilato, 
responsable de la unión al Fe(II) y un motivo RxS responsable de la unión al 
2-oxoglutarato (Hegg y Que, 1997; Clifton et al., 2006), los cuales se han 
descrito en diversas dioxigenasas responsables de la síntesis de flavonoides 
(Britsch et al., 1993; Lukačin et al., 1997, 2000; Wilmouth et al., 2002; Tu et 
al., 2016). 

Como ya se ha mencionado en la Introducción general, en un gran 
número de especies vegetales, incluyendo el tomate, los genes responsables 
de la biosíntesis de flavonoides están representados por varios miembros, 
formando familias multigénicas de hasta 12 ó 15 miembros (Koes et al., 
1989a; O’Neill et al., 1990; Sparvoli et al., 1994; Ito et al., 1997; Durbin et 
al., 2000; Shimada et al., 2003). En varias especies los distintos miembros de 
una misma familia génica han presentado diferentes patrones de expresión e 
incluso se han identificado varias señales ambientales y del desarrollo que 
controlan su activación (Ryder et al., 1987; Koes et al., 1989a; van Tunen et 
al., 1988; Durbinn et al., 2000; Hoang et al., 2015; Han et al., 2016). En 
tomate se han identificado dos genes CHS, CHS1 y CHS2, que se expresan en 
fruto de tomate (O’Neill et al., 1990; España et al., 2014b) y cuyo 
silenciamiento indujo cambios significativos a nivel de cutícula y de calidad 
de fruto (Schijlen et al., 2007; España, 2012; España et al., 2014b). Sin 
embargo, se desconoce si el resto de los genes CHS tienen expresión en fruto, 
si son específicos de tejidos o estadios del desarrollo o si se expresan en 
respuesta a diferentes estreses bióticos o abióticos. Igualmente, sólo dos 
genes CHI y uno F3H de tomate están descritos en la bibliografía, en ambos 
casos relacionados con mutaciones que afectan a la acumulación de 
antocianos en el tejido vegetativo (Mathews et al., 2003; Kang et al., 2014; 
Maloney et al., 2014).  

Dado el papel relevante de los flavonoides en la calidad nutricional, en 
distintos caracteres relacionados con la calidad externa de los frutos, su 
participación en el control del crecimiento y la arquitectura de diversos 
órganos y en la defensa frente a diversos estreses, así como la conexión entre 
el metabolismo de ácidos grasos y de flavonoides, se planteó el estudio de 
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expresión de los diversos miembros de las familias génicas CHS, CHI, F3H y 
FLS, responsables de los principales flavonoides que se acumulan en la 
planta de tomate.  
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RESULTADOS 

I. Análisis de las secuencias de proteínas 

En el genoma de tomate hay anotados ocho genes como CHS o CHS-like 
(https://solgenomics.net/). Los identificadores de los loci junto con el nombre 
asignado a cada una de ellas se encuentran en el Anexo I. De todos los genes 
sólo CHS1 y CHS2 se han estudiado en la bibliografía (O’Neill et al., 1990) y 
están anotados con estos símbolos. La notación de CHS3 y CHSA procede de 
la base de datos de tomate y se debe a su similitud con otras CHS conocidas. 
Al resto de las CHS se les ha asignado en este trabajo un nombre similar para 
facilitar su identificación.  

Las secuencias de las proteínas se tomaron de la base de datos de 
Solanaceas (https://solgenomics.net/) y los marcos de lectura abiertos y las 
traducciones se comprobaron a partir de las secuencias de genómico 
depositadas en esta misma base de datos. En el caso de CHS3 se detectaron 
discrepancias en el marco de lectura. Por un lado, la traducción del ADNc 
identificó 45 aminoácidos al inicio de la proteína que no estaban incluidos. 
Por otro, el segundo intrón anotado en este gen no fue confirmado como tal 
por ninguno de los programas empleados. Este supuesto intrón no alteraba el 
marco de lectura, pero eliminaba una región conservada que incluía uno de 
los aminoácidos catalíticos. En base a estos resultados se decidió no emplear 
para los análisis la secuencia de CHS3 de la base de datos sino la modificada. 

La Figura 1-2 muestra el alineamiento de proteínas de las distintas CHS. 
Se observó una considerable similitud de secuencia entre las distintas 
proteínas anotadas como CHS estando el mayor grado de divergencia en el 
extremo N-terminal. Las proteínas CHS1 y CHS2 muestran una gran 
similitud entre sí, del 92%. Por su parte, CHS7 y CHSA tienen un 74 y 70%, 
respectivamente de identidad con CHS1. CHS3 y CHS4 están más alejadas 
del resto con una similitud con CHS1 del 43 y 45%, respectivamente. CHS5 
y CHS6 no son proteínas enteras, sino que se corresponden con fragmentos 
C-terminal y N-terminal, respectivamente. Se trata de dos genes que se 
encuentran contiguos en el genoma de tomate, separados por 10,6 kb 
aproximadamente. Estas relaciones entre las distintas CHS se confirman en el 
árbol filogenético de la Figura 1-3A. En él se observa que CHS3 y CHS4 
formaron un grupo separado, mientras que CHS7, CHSA, CHS5 y CHS6 
mostraron una posición intermedia entre el grupo anterior y el formado por 
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CHS1 y CHS2. La eliminación de las dos CHS incompletas del análisis no 
modificó las relaciones entre el resto, pero sí mejoró la confianza de algunas 
ramas del árbol (Figura 1-3B). 
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Figura 1-2. Alineamiento de proteínas de los distintos miembros de la familia CHS de tomate. 
Se señalan con distintos colores aquellos aminoácidos importantes para el funcionamiento de 
la proteína CHS de acuerdo con Ferrer et al. (1999). En negrita (*) aminoácidos que definen el 
sitio activo, en rojo (+) aminoácidos conservados que conforman la geometría del sitio activo, 
en verde (^) aminoácidos conservados del bolsillo de ciclación y en azul (-) aminoácidos 
importantes conservados. Alineamiento realizado con el programa Clustal X.  

Los residuos responsables de la actividad catalítica de la enzima CHS 
fueron estudiados por Ferrer et al. (1999) empleando la CHS3 de Medicago 
sativa L. Así en la Figura 1-2 se identifican en negro los cuatro aminoácidos 
que definen el sitio activo. Todos ellos, Cys, His, Phe y Asn estuvieron 
presentes en las CHS de tomate con excepción de CHS5 y CHS6 que, al ser 
fragmentos, ninguna contuvo todos los aminoácidos que definen el sitio 
activo. Así, la Cys se localizó en CHS6 y la His y Asn en CHS5, no estando 
presente la Phe en ninguna de ellas. Los aminoácidos responsables de la 
geometría del sitio activo también estuvieron altamente conservados, en rojo 
en la Figura 1-2. CHS7 fue la única que mostró divergencia en una de las 
regiones que contiene los aminoácidos catalíticos, concretamente en la de la 
Phe catalítica. Un menor grado de conservación se observó para los 
aminoácidos del bolsillo de ciclación (Figura 1-2, en verde). Sólo en CHS1 y 
CHS2 se identificaron todos ellos, las otras cuatro CHS mostraron distinto 
grado de divergencia. En CHS7 y CHS3 las sustituciones fueron conservadas, 
se mantuvieron las propiedades físico-químicas de los aminoácidos, pero en 
CHSA los cambios fueron no conservativos (ej. Thr por Arg ó Gly por Leu). 
Finalmente, los aminoácidos importantes que contribuyen a la estabilización 
de la molécula en el sitio activo también mostraron un grado de conservación 
variable, estando todos ellos conservados en CHS1 y CHS2 (Figura 1-2, en 
azul). 
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Figura 1-3. Árboles filogenéticos consenso de la familia CHS de tomate. A, incluyendo las 
secuencias CHS5 y CHS6. B, excluyendo CHS5 y CHS6. Análisis realizado con el método de 
parsimonia. Los números indican los valores del análisis de bootstrap.  

Adicionalmente, se realizó una búsqueda en la base de datos del NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de secuencias CHS conocidas de diversas 
especies vegetales con el fin de analizar las relaciones de los distintos 
miembros de la familia CHS de tomate con ellas. En este estudio no se 
incluyó CHS5, CHS6 ni fragmentos CHS de otras especies. La Tabla del 
Anexo III muestra las especies seleccionadas y el número de secuencias CHS 
incorporadas en el análisis de cada una de ellas. Para el análisis filogenético 
se empleó FABH de E. coli como outgroup. Se trata de una enzima 
condensadora de ácidos grasos que pertenece a la misma superfamilia de 
poliquétidos sintasa tipo III de la que forma parte la CHS. Tras un primer 
análisis filogenético se observó que en algunos casos todas las CHS de una 
misma especie formaron grupos separados del resto. Tal fue el caso de las 
cinco CHS de M. sativa, las seis de G.max o las tres de P. pinaster, por ello, 
y para facilitar la visualización del árbol, se decidió reducir en estos casos el 
número de CHS a una por especie.  

La Figura 1-4 muestra el árbol filogenético consenso de CHS de diversas 
especies. En general, las especies con mayor número de CHS incluidas en el 
estudio, C. annuum, P. hybrida, Z. mays y tomate, presentaron una gran 
distribución de las mismas a lo largo del árbol. En el caso de arroz, a pesar de 
que sólo había tres secuencias CHS, éstas mostraron una gran divergencia. 
En tomate, CHS4 se agrupó con ASCL de maíz, una CHS-like específica de 
antera y con PKSB de A. thaliana y un poco más separada con CHS3 de 
tomate y PKSA de A. thaliana formando un grupo bastante robusto. El resto 
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de las CHS de tomate se localizaron en grupos diferentes. Por su parte, 
CHSA de tomate agrupó con las CHSB de pimiento y petunia y con la CHSA 
de I. purpurea, formando también un grupo robusto. Lo mismo ocurrió con 
CHS7 que se agrupó con CHSJ-like de pimiento, CHSG de petunia y más 
alejadamente con otras de pimiento y petunia. CHS1 y CHS2 se agruparon 
por separado con sus ortólogas de patata y pimiento.  

Como ya se mencionó en la Introducción, en tomate CHI también 
constituye una familia de varios miembros, concretamente siete 
(https://solgenomics.net/). Los identificadores de los loci de cada una de las 
CHI junto con el nombre que se les ha asignado se encuentran en el Anexo I. 
En la Figura 1-5 se muestra el alineamiento de proteínas CHI de tomate. Al 
contrario de lo observado para CHS, la similitud entre ellas es baja. Sólo 
CHI2 y CHI3 muestran un porcentaje de identidad alto, del 75%. El resto de 
ellas tienen una similitud del 20-30% en el mejor de los casos. La proteína 
chi es la más disímil del resto mientras que CHI7 posee un extremo N-
terminal más largo y distinto de las demás. En la Figura 1-6 se presenta el 
árbol filogenético consenso de las CHI de tomate. CHI5 y CHI7 se agruparon 
y fueron junto con chi las más alejadas de CHI2 y CHI3, mientras que el 
resto presentó una posición intermedia.  

Jez et al. (2000) estudiaron los aminoácidos involucrados en la unión de la 
naringenina a la CHI e identificaron 13 residuos que conformaron el sitio 
activo. Sólo CHI2, CHI3 y CHI4 mostraron diferente grado de conservación 
de estos residuos (Figura 1-5, en verde). Concretamente en CHI3 se 
identificaron todos ellos y en CHI2 once. Por su parte, en CHI4 sólo cuatro 
de estos residuos estuvieron conservados. Dos de estos residuos del sitio 
activo, Thr190 y Met191 (numeración basada en la secuencia de M. sativa 
según Jez et al., 2000), se postula que influyen en la preferencia de sustrato 
de la CHI y se ha observado que en especies de plantas no leguminosas están 
reemplazados por Ser e Ile ó Ser y Met (Jez et al., 2000; Kim et al., 2003; 
Shimada et al., 2003). Esto fue lo que se observó en CHI2 (Ser-Met) y CHI3 
(Ser-Ile). Los aminoácidos del entramado de puentes de hidrógeno que 
contribuyen a la reacción estuvieron poco conservados y sólo en CHI3 se 
identificaron todos (Figura 1-5, asteriscos). Finalmente, los aminoácidos 
conservados entre CHI de diferentes especies mostraron también un mayor 
grado de conservación en las CHI2 y CHI3 y en menor medida en CHI4 
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(Figura 1-5, en azul). Sólo unos pocos de éstos estuvieron conservados en el 
resto de las CHI de tomate.  

Figura 1-4. Árbol filogenético de CHS de varias especies de plantas. Se empleó la 
proteína FABH de E. coli como outgroup. Análisis realizado con el método de parsimonia. 
Los números indican los valores del análisis de bootstrap. En rojo, las proteínas CHS de 
tomate.  
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Figura 1-5. Alineamiento de proteínas de los distintos miembros de la familia CHI de 
tomate. Se señalan con distintos colores aquellos aminoácidos importantes para el 
funcionamiento de la proteína de acuerdo con Jez et al. (2000). En negrita (*) aminoácidos 
que definen el entramado de puentes de hidrógeno del sitio catalítico, en verde (+) 
aminoácidos del sitio de unión de la (2S)-naringenina y en azul (^) otros aminoácidos 
importantes conservados. Alineamiento realizado con el programa Clustal X.  
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Figura 1-6. Árbol filogenético consenso de la 
familia CHI de tomate. Análisis realizado con el 
método de parsimonia. Los números indican los 
valores del análisis de bootstrap.  

Al igual que ya se hiciese para la familia CHS, se realizó una búsqueda en 
la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de secuencias 
CHI conocidas de diversas especies vegetales para establecer las relaciones 
de los distintos miembros de la familia CHI de tomate con ellas. La Tabla del 
Anexo III muestra las especies seleccionadas y el número de secuencias CHI 
incorporadas en el análisis de cada una de ellas. Para el análisis filogenético 
se empleó una proteína del hongo F. graminearum homóloga de la secuencia 
de aminoácidos CHI1A de G. max como outgroup (Dastmalchi y 
Dhaubhadel, 2015). De nuevo, para facilitar la visualización del árbol, se 
decidió reducir el número de CHI llevando el mismo criterio que en el caso 
de la familia CHS.  

La Figura 1-7 muestra el árbol filogenético consenso de CHI de diversas 
especies. En este caso, CHI2 y CHI3 agruparon con varias secuencias de 
proteína con función CHI conocida y con varias secuencias CHI putativas de 
G. max, mientras que CHS4 de tomate agrupó con la proteína CHIL de 
A. thaliana. Por su parte, el resto de las CHI de tomate agruparon con las 
diferentes secuencias FAP de A. thaliana. Así, chi y CHI5 de tomate 
aparecieron formando un grupo robusto junto con FAP1, las secuencias 
CHI3B1 y CHI3B2 de G. max y otras secuencias de pimiento y patata. CHI7 
apareció en el mismo clado que FAP2 de A. thaliana junto con las CHI3C de 
G. max mientras que CHI6 apareció agrupada con FAP3 y las secuencias 
CHI3A de G. max. 
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Figura 1-7. Árbol filogenético de CHI de varias especies de plantas. Se empleó una proteína 
del hongo F. graminearum homóloga de la secuencia de aminoácidos CHI1A de G. max como 
outgroup. Análisis realizado con el método de parsimonia. Los números indican los valores del 
análisis de bootstrap. En rojo, las proteínas CHI de tomate. 



  Análisis de expresión génica 

 

85 

 

La hidroxilación de la flavanona para dar lugar a dihidroflavonoles y 
posteriormente flavonoles es realizada por las enzimas flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) y flavonol sintasa (FLS), respectivamente. En el genoma 
de tomate hay ocho genes identificados como F3H, de los cuales cuatro están 
anotados como potenciales F3H-FLS. Adicionalmente, hay un único gen 
anotado como FLS. Se realizó un análisis previo comparativo entre las 
proteínas anotadas como F3H por un lado y F3H-FLS por otro y se observó 
que no había diferencias a nivel de secuencia que sustentaran la necesidad de 
estudiarlas por separado. Es por ello que, dada la similitud funcional y de 
secuencia proteica, se decidió estudiar todas estas proteínas como una única 
familia. Como en los casos anteriores, los identificadores de los loci de cada 
una de las F3H-FLS junto con el nombre que se les ha asignado en este 
trabajo se encuentran en el Anexo I. 

La Figura 1-8 muestra el alineamiento de proteínas de la familia F3H-FLS 
de tomate. Como ya ocurrió en la CHS, varias de las F3H se correspondieron 
con fragmentos. Así, a F3H6-FLS le falta el extremo C-terminal de la 
proteína, mientras que F3H7-FLS es un fragmento C-terminal y F3H8 un 
fragmento anterior del extremo C-terminal. Como ya se observó con CHS5 y 
CHS6, las F3H7-FLS y F3H8 corresponden a genes contiguos en el genoma 
de tomate separados por 16 kb aproximadamente.  

Mientras que las estructuras de las enzimas CHS y CHI han sido 
estudiadas por cristalografía de rayos X y se conocen los aminoácidos de los 
sitios catalíticos, no hay realizado ningún trabajo similar con la F3H ó FLS. 
Sin embargo, se han identificado algunos aminoácidos que participan en el 
sitio activo favoreciendo la unión al hierro y al 2-oxoglutarato (Lukačin et 
al., 1997, 2000; Tu et al., 2016). Como se puede observar en la Figura 1-6 
ambos motivos están conservados en todos los miembros de la familia con 
excepción de F3H6, F3H7-FLS y F3H8. 
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Figura 1-8. Alineamiento de proteínas de los distintos miembros de la familia F3H-FLS 
de tomate. En rojo (^) se señalan los aminoácidos responsables de la unión a Fe(II) y en 
verde (*) los involucrados en la unión al 2-oxoglutarato. Alineamiento realizado con el 
programa Clustal X. 
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La Figura 1-9 presenta los árboles filogenéticos consenso de la familia 
F3H-FLS incluyendo y sin incluir las secuencias proteicas incompletas. Así 
F3H2 agrupó con F3H3-FLS mostrando ambas la similitud de secuencia 
encontrada dentro de esta familia, 75%. Los fragmentos C-terminal F3H7-LS 
y F3H8 formaron un grupo igualmente y presentaron una identidad del 54%. 
Por su parte, F3H4-FLS y FLS1 formaron también un grupo junto con la 
F3H6-FLS. La eliminación de las secuencias incompletas no modificó las 
relaciones entre las secuencias, pero sí mejoró la confianza de las ramas del 
árbol (Figura 1-7B). Finalmente, F3H1 y F3H5 agruparon entre sí. 

 
Figura 1-9. Árbol filogenético consenso de la familia F3H-FLS de tomate. A, incluyendo las 
secuencias F3H6-FLS, F3H7-FLS y F3H8. B, excluyendo las anteriores secuencias. Análisis 
realizado con el método de parsimonia. Los números indican los valores del análisis de 
bootstrap.  
 

 La Figura 1-10 muestra el árbol consenso de las secuencias F3H y FLS 
de diversas especies encontradas en la base de datos NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ver Tabla anexo III). Para el análisis 
filogenético de esta familia se empleó la secuencia 1s68 28V6.3 de P. patens 
como outgroup. Esta proteína pertenece a la clase DOXC2 de la superfamilia 
de las dioxigenesas dependientes de Fe(II) y 2-oxoglutarato (Kawai et al., 
2014). F3H1 de tomate agrupó con las proteínas con función F3H conocida 
de diversas especies como P. hybrida y A. thaliana. F3H2 y F3H3-FLS de 
tomate agruparon en un mismo clado que incluye la proteína DMR6 
(DOWNY MILDEW RESISTANCE) de A. thaliana y su homóloga en maíz, 
N. tomentosiformis y C. annuum. Por su parte F3H5 de tomate agrupó con las 
proteínas de función FLS y ANS (ANTOCIANINA SINTASA) conocida. 
Finalmente, FLS1 y F3H4-FLS de tomate se localizaron en otro clado donde 
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la única proteína con función conocida fue H6H (HIOSCIAMINA 6-
HIDROXILASA) de D. stramonium y A. belladonna. 

Figura 1-10. Árbol filogenético de F3H y FLS de varias especies de plantas. Se empleó la 
proteína 1s68V6.3 de P. patens como outgroup. Análisis realizado con el método de 
parsimonia. Los números indican los valores del análisis de bootstrap. En rojo, las proteínas 
F3H y FLS de tomate. 
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II. Análisis de expresión génica 

La selección de los genes endógenos para los análisis de expresión se 
realizó a partir de la información proporcionada por Expósito-Rodríguez et 
al. (2008) para distintos tejidos de planta de tomate. En fruto de tomate se 
seleccionaron los estadios de ovario en antesis y fruto en verde inmaduro, 
verde maduro, pintón y rojo maduro. En los estadios de fruto se estudiaron 
por separado el epicarpo y mesocarpo. Esta separación de tejidos no se llevó 
a cabo en el ovario dado el tamaño del mismo. Los genes seleccionados para 
los diferentes estadios del desarrollo y tejidos de fruto fueron CAC, EXP y 
SAND. Dichos genes presentaron un coeficiente de variación entre estadios y 
tejidos de fruto de 0,21 por debajo del 0,25 considerado como máximo 
aceptable para un panel homogéneo de tejidos o estadios (Hellemans et al., 
2007). En el caso de la hoja se escogieron tres estadios que correspondieron a 
brote apical, tercera y octava hoja contando desde el ápice. Los genes 
endógenos empleados fueron CAC, EFα1 y EXP, y presentaron un 
coeficiente de variación entre estadios de 0,17. Finalmente se estudiaron dos 
estadios del desarrollo de raíz, uno 96 horas después de la germinación de la 
semilla y otro correspondiente a la raíz de una planta con cinco hojas 
verdaderas. Los genes endógenos que se seleccionaron mostraron un 
coeficiente de variación de 0,12 y fueron CAC, SAND y EXP.  

La Figura 1-11 muestra la expresión en fruto de los distintos miembros de 
la familia CHS. CHS2 y CHS1 presentaron expresión elevada en fruto 
mientras que el resto mostraron una expresión baja. CHS3 por su parte no se 
expresó en ninguno de los tejidos o estadios de fruto. En general, todos los 
genes CHS fueron específicos de epicarpo mostrando nada de expresión o 
muy poca en el mesocarpo. La excepción fue CHS4 que mostró expresión 
similar en epicarpo y mesocarpo. CHS2 se expresó en todos los tejidos de 
epicarpo y en ovario y mostró dos máximos, uno pequeño en verde inmaduro 
y otro considerablemente mayor en pintón. El patrón de expresión de la 
CHS1 fue similar, hubo expresión en ovario y en todos los tejidos del 
epicarpo y el máximo estuvo en el estadio pintón. A diferencia de CHS2, la 
expresión en ovario fue superior y similar a la observada en epicarpo verde 
inmaduro. CHS6, CHS5, CHSA y CHS7 mostraron un aumento en la 
expresión durante la maduración alcanzando el máximo en rojo maduro. Con 
respecto a CHS4 la expresión fue similar en epicarpo y mesocarpo durante el 
desarrollo y se alcanzó el máximo en el mesocarpo de rojo maduro.  
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Figura 1-11. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm presente en distintos estadios y 
tejidos de fruto de tomate para cada uno de 
los genes de la familia CHS. O: ovario, 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, 
P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 

presentan como medias ± SE. 
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En la Figura 1-12 se presentan la expresión en fruto de los diferentes 
miembros de la familia génica CHI. Al contrario de lo que se pudo observar 
con la familia CHS, los diferentes genes CHI mostraron expresión específica 
de estadio del desarrollo, pero no de tejido. La excepción fue CHI4 que se 
expresó principalmente en el epicarpo y tuvo muy poca expresión en el 
mesocarpo. CHI4 mostró una expresión similar en el ovario y en los estadios 
de verde inmaduro y verde maduro para luego alcanzar el máximo en pintón 
y posteriormente caer en rojo maduro. CHI6, CHI5 y CHI3 presentaron 
patrones de expresión similares con un máximo en verde inmaduro tanto en 
epicarpo como en mesocarpo y disminución en estadios posteriores del 
desarrollo. En el caso de CHI3 la expresión en ovario fue similar a la de 
verde inmaduro El gen chi presentó un máximo en ovario seguido de valores 
menores y similares a lo largo del desarrollo y maduración tanto a nivel de 
epicarpo como mesocarpo. CHI7 también presentó un patrón de mayor 
expresión en epicarpo de estadios iniciales del desarrollo. Por último, CHI2 
mostró valores bastante bajos pero específicos de maduración con un máximo 
en pintóny rojo maduro.  

En el caso de las familias F3H y FLS se identificaron varios 
comportamientos (Figura 1-13). F3H4-FLS, F3H5, F3H6-FLS y F3H8 
fueron específicos de epicarpo y de maduración mostrando los mayores 
niveles de expresión en rojo maduro y con valores muy bajos a lo largo del 
desarrollo. Por su parte F3H3-FLS se expresó principalmente en verde 
inmaduro tanto en epicarpo como mesocarpo mientras que F3H2 se expresó 
además en verde maduro. En ambos casos la expresión durante la maduración 
fue muy baja. F3H1 mostró una expresión elevada en verde inmaduro tanto 
en el epicarpo como en el mesocarpo, pero en estadios más avanzados del 
desarrollo e inicio de la maduración esta expresión estuvo restringida al 
epicarpo. La expresión de FLS1 fue muy baja y estuvo limitada al ovario y el 
epicarpo pintón. Finalmente, no se detectó amplificación en ninguno de los 
tejidos o estadios de fruto para F3H7-FLS. 
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Figura 1-12. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm presente en distintos estadios y 
tejidos de fruto de tomate para cada uno 
de los genes de la familia CHI. O: ovario, 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, 
P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 

presentan como medias ± SE. 
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Figura 1-13. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios y tejidos de 
fruto de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. O: ovario, 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 

presentan como medias ± SE. 



Análisis de expresión génica 

 

94 

 

 
De modo general, los genes CHS, CHI y F3H que mostraron mayor 

expresión en fruto fueron los mismos que lo hicieron en hoja. La Figura 1-14 
muestra la expresión de los miembros de la familia génica CHS en diferentes 
estadios del desarrollo de hoja. Como ya se ha mencionado con anterioridad, 
CHS1 y CHS2 presentaron valores considerablemente superiores al resto de 
los genes. Se identificaron varios patrones de expresión. Por un lado, CHS1, 
CHS2 y CHS4 mostraron mayor expresión en el brote apical y ésta disminuyó 
con la expansión y desarrollo de la hoja. Por otro, CHS5, CHS6 y CHS7 
mostraron mayor expresión en los estadios de desarrollo y expansión foliar, 
hoja tercera y octava. Finalmente, la expresión de CHSA fue similar en los 
diferentes estadios. No se detectó expresión de CHS3.  

Figura 1-14. Cantidad relativa (CR) de ARNm 
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de 
tomate para cada uno de los genes de la familia CHS. 
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los 

datos se presentan como medias ± SE. 
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La expresión en hoja de los diferentes genes que forman la familia CHI se 

muestra en la Figura 1-15. CHI4, CHI3 y CHI7 mostraron una expresión 
superior en los estadios iniciales del desarrollo foliar disminuyendo en la hoja 
octava. Por otro lado, CHI6, CHI5 y CHI2 mostraron un comportamiento 
contrario aumentando su expresión a lo largo del desarrollo. Por su parte chi 
presentó un máximo transitorio en la hoja tercera que disminuyó con la 
expansión foliar.  

La expresión en hoja de los genes de las familias F3H y FLS se muestra 
en la Figura 1-16. De nuevo se identificaron diferentes patrones de expresión. 
F3H1 y F3H3-FLS disminuyeron su expresión con el desarrollo hasta 
alcanzar un mínimo en la octava hoja. F3H2, F3H4-FLS y F3H5 mostraron 
un nivel de expresión similar en los estadios iniciales del desarrollo y 

Figura 1-15. Cantidad relativa (CR) de ARNm 
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de 
tomate para cada uno de los genes de la familia CHI. 
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los 

datos se presentan como medias ± SE. 
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posteriormente aumentó en la hoja octava. Por su parte, F3H6-FLS, F3H8 y 
FLS1 aumentaron su expresión en la tercera hoja y la mantuvieron a lo largo 
del periodo de expansión foliar. No hubo expresión en hoja de F3H7-FLS. 

 
Figura 1-16. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios del desarrollo 
de hoja de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. BA: brote apical, 
H3: tercera hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los datos 

se presentan como medias ± SE. 

La Figura 1-17 muestra la expresión en raíz de los miembros de la familia 
CHS. Al contrario que en fruto y hoja donde la CHS1 y CHS2 se expresaron 
considerablemente más que el resto de las CHS, en raíz sus niveles de 
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expresión fueron similares a los de CHSA y CHS5. En la mayoría de los 
genes la expresión disminuyó al avanzar el desarrollo de la raíz, no 
detectándose en CHS1 y CHS2 expresión en la raíz de plantas con cinco 
hojas. La excepción fue CHSA cuya expresión aumentó con el desarrollo de 
la raíz. Los genes CHS3 y CHS4 no se expresaron en los tejidos de raíz 
estudiados. 

            
Figura 1-17. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios 
del desarrollo de raíz de tomate para cada uno de los genes de la familia 
CHS. R0: raíz 96 h después de la germinación, R5: raíz de plantas con cinco 

hojas verdaderas. Los datos se presentan como medias ± SE. 

En la Figura 1-18 se presentan los datos de expresión en raíz de los genes 
de la familia CHI. Al contrario de lo observado con CHS, donde la mayoría 
de los genes disminuyó su expresión con del desarrollo de la raíz, en la 
familifa CHI se observó aumento de expresión con el desarrollo en varios 
genes. Así, CHI6, CHI5 y CHI3 aumentaron su expresión en el estadio de 
raíz de plantas con cinco hojas. Por su parte, chi, CHI4 y CHI2 mostraron el 
comportamiento contrario, una disminución con el desarrollo, mientras que 
CHI7 presentó valores de expresión similares en ambos estadios. 
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Finalmente, la expresión en raíz de los distintos genes F3H y FLS se 
muestra en la Figura 1-19. En este caso ocurrió como en la familia CHI 
algunos genes aumentaron su expresión con el desarrollo mientras otros 
disminuyeron. Así F3H2, FLS1, F3H3-FLS y F3H1 aumentaron su expresión 
con el desarrollo mientras que F3H4-FLS, F3H5 y F3H8 mostraron el 
comportamiento opuesto a saber, una disminución con el desarrollo. Por otro 
lado, en F3H6-FLS y F3H7-FLS sólo se detectó expresión en el estadio de 
raíz de plántula 96 horas tras la germinación. 

Figura 1-18. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm presente en distintos estadios del 
desarrollo de raíz de tomate para cada uno de 
los genes de la familia CHI. R0: raíz 96 h 
después de la germinación, R5: raíz de plantas 
con cinco hojas verdaderas. Los datos se 

presentan como medias ± SE. 



  Análisis de expresión génica 

 

99 

 

           
Figura 1-19. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos 
estadios del desarrollo de raíz de tomate para cada uno de los genes de las 
familias F3H y FLS. R0: raíz 96 h después de la germinación, R5: raíz de 
plantas con cinco hojas verdaderas. Los datos se presentan como 

medias ± SE. 

Adicionalmente, se aprovechó el conjunto de datos de qPCR para 
comparar el cálculo de las eficiencias de los cebadores empleando el 
programa LinReg con lo obtenido a partir de las rectas de calibrado. Los 
valores promedio obtenidos con el programa LinReg, a partir de la pendiente 
de la fase exponencial de la curva de amplificación, fueron bastante similares 
entre los distintos cebadores, oscilando entre 1,72 y 1,79. Así, los valores de 
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las eficiencias de los cebadores empleados en este trabajo fueron más 
homogéneos cuando se calcularon a partir de las curvas de amplificación que 
los que se obtuvieron a partir de las curvas de calibrado (valores 
comprendidos entre 1,88 y 2,01; Anexo I). Sin embargo, los valores de 
eficiencia que se obtuvieron a partir de las curvas de amplificación fueron 
inferiores a 1,8 que se considera el valor mínimo estándar (Remans et al., 
2014). Se considera que estos valores más bajos se pueden deber a una menor 
precisión del método (Hellemans et al., 2007). No obstante, el cálculo de las 
eficiencias a partir de las curvas de amplificación permite estudiar la 
variablidad que pueda existir entre muestras (Hellemans et al., 2007). De este 
modo, se estudió también la variabilidad de la eficiencia entre tejidos y 
estadios dentro de un mismo tejido para cada gen obteniéndose un coeficiente 
de variación < 0,017 en todos los casos. Estas diferencias entre estadios 
dentro de un mismo tejido no modificaron los patrones de expresión 
observados. En el Anexo IV se muestran los datos de expresión, calculados a 
partir de la eficiencia obtenida con el programa LinReg, para cada uno de los 
genes y tejidos estudiados. Como se puede observar, la principal diferencia 
con los datos de expresión con la recta de calibrado (Figuras 1-9 a 1-16) fue 
la cantidad relativa obtenida para cada gen. Teniendo en cuenta lo antes 
expuesto y que además las rectas de calibrado con cDNA, de acuerdo con lo 
sugerido por Remans et al. (2014), sólo se pueden hacer con aquellos genes y 
tejidos que tengan una expresión muy elevada, se decidió emplear en el resto 
de capítulos de la presente memoria el programa LinReg para el cálculo de 
las eficiencias de los cebadores.  
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DISCUSIÓN 

Los resultados de expresión presentados en esta memoria concordaron a 
grandes rasgos con la información presente en las bases de datos (ver Anexo 
V). Es necesario mencionar que en este trabajo el análisis de expresión se 
llevó a cabo con MM mientras que los referidos en las bases de datos se 
realizaron con ‘Ailsa Craig’, ‘M82’ y ‘Heinz 1706-BG’ y en cada caso se 
empleó un método distinto. Por otro lado, cada ensayo se realizó en un tejido 
o estadio diferente por lo que las comparaciones sólo pueden ser 
aproximadas. Sólo en dos casos se observaron discrepancias notables entre 
los resultados de las bases de datos y los obtenidos en esta memoria. El 
primero de ellos fue CHS7 que apenas se expresó en ninguno de los tejidos 
estudiados y, sin embargo, de acuerdo con los datos en ‘Ailsa Craig’ se 
expresa en el epicarpo a 10dda. Por otro lado, F3H7-FLS sólo amplificó en 
tejidos de raíz y con una expresión muy baja. Sin embargo, de acuerdo con la 
información disponible en la base de datos se expresó diferencialmente en el 
mesocarpo de 10dda y en el pericarpo de fruto pintón de ‘Ailsa Craig’ si bien 
esto no se corroboró en ‘Heinz 1706-BG’ donde no se detectó en ninguno de 
los tejidos y estadios analizados (Anexo V).  

El análisis de la familia CHS de tomate ha permitido identificar dos 
pseudogenes dispuestos en tándem en el genoma (CHS5 y CHS6) que 
corresponden a los fragmentos C y N-terminal de una proteína CHS. Dada la 
función clave de la Cys del sitio catalítico de las PKS III (Lanz et al., 1991; 
Jez et al., 2000b) es improbable que ninguna de estas proteínas tenga 
función, ya que CHS5 no tiene la Cys catalítica y CHS6 sólo tiene la Cys 
pero no el resto de la proteína necesaria para la actividad catalítica. Esto 
coincidió con una expresión casi nula de ambos genes en todos los tejidos 
estudiados. Por su parte, CHS3 y CHS4 fueron las enzimas más alejadas de 
aquellas con función CHS conocida (CHS1 y CHS2) (Schijlen et al., 2007; 
España et al., 2014b). Ambas enzimas mostraron proximidad filogenética con 
la proteína de maíz ASCL (Anther-specific CHS-like) (Han et al., 2016). Las 
ASCL son un grupo de PKS III que se han identificado en varias especies 
vegetales y muestran similitud con algunas PKS III de microorganismos 
(Saxena et al., 2003; Sankaranarayanan et al., 2004; Mizuuchi et al., 2008). 
Catalizan la condensación secuencial de varias moléculas de malonil-CoA 
con ácidos grasos de cadena larga para producir alkil α-pironas (Mizuuchi et 
al., 2008; Koduri et al., 2010). En A. thaliana e Hypericum perforatum L. se 
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ha observado que los genes ASCL están involucrados en la síntesis de la 
esporopolenina (Dobritsa et al., 2010; Jepson et al., 2014). Sin embargo, la 
cantidad de flavonoides en las anteras de less adhesive pollen 5 (lap5) y lap6, 
mutaciones en los dos genes ASCL presentes en A. thaliana, estuvo 
significativamente reducida, lo que sugiere que estos genes participarían 
además en la síntesis o regulación de los flavonoides (Dobritsa et al., 2010). 
Esto estaría de acuerdo con la falta de expresión de CHS3 en fruto, hoja o 
raíz obtenida en el presente trabajo, así como con la expresión de CHS3 en 
botones florales registrada en la base de datos (http://ted.bti.cornell.edu/; 
Tomato Genome Consortium, 2012; Chakrabarti et al., 2013). No obstante, 
este no fue el caso para CHS4 ya que sí se detectó expresión, aunque baja, en 
algunos tejidos de fruto y hoja. En A. thaliana e H. perforatum también se ha 
observado expresión de alguno de los genes ASCL en tejidos distintos de la 
antera (Karppinen y Hohtola, 2008; Kim et al., 2010) lo que indica que 
algunos de estos genes podrían tener funciones adicionales a la síntesis de 
esporopolenina en otros tejidos. La modificación de la expresión de uno de 
estos genes ASCL en hojas de H. perforatum en respuesta a herida, ácido 
abscísico y ácido jasmónico apunta en este sentido (Jepson et al., 2014). 

Igualmente, la proximidad de CHSA con CHSB de P. hybrida y otros 
genes CHS de I. purpurea sugiere que esta enzima tampoco tiene función 
CHS (Clegg y Durbin, 2000). El estudio filogenético de las PKS III llevado a 
cabo por Abe y Morita (2010) incluyó a las enzimas PhCHSB, IpCHSA e 
IpCHSB en el grupo de las PKS III sin actividad CHS. Por el contrario, 
mostraron mayor similitud con un grupo de poliquétido sintasas de Aloe 
arborescens Mill. (Abe y Morita, 2010). Estas enzimas, entre las que se 
incluye la pentaquétido cromona sintasa y la octaquétido sintasa, son 
responsables de la condensación de varias moléculas de malonil-CoA entre 
sí, aunque también son capaces de sintetizar, en menor medida, estilbenos y 
chalconas hexaquétidos (Abe et al., 2005a,b; Shi et al., 2009). La expresión 
de CHSA estuvo principalmente restringida a la raíz de plantas en desarrollo, 
coincidiendo con lo registrado en la base de datos para ‘Heinz 1706-BG’ 
(Tomato Genome Consortium, 2012). Por su parte, en petunia sólo se ha 
detectado expresión de CHSB en semillas en respuesta a luz UV (Koes et al., 
1989b; Koes et al., 1990) mientras que en I. purpurea hubo expresión de 
CHSA, CHSB y CHSC en tejidos de la flor pero no en hojas o raíces (Durbin 
et al., 2000). Por lo tanto, al contrario que las ASCL, no parece que haya una 



  Análisis de expresión génica 

 

103 

 

acumulación preferente en un tipo de tejido de los poliquétidos aromáticos 
posiblemente sintetizados por estas enzimas. 

CHS7 es la única proteína, al margen de CHS1 y CHS2, que 
aparentemente se agrupa con las PKS III con función CHS (Abe y Morita, 
2010). Su expresión fue muy baja en todos los tejidos y estadios estudiados 
por lo que es posible que se exprese en otros tejidos o sólo se exprese en 
respuesta a algún tipo de estrés biótico o abiótico, como ocurre en algunas 
especies (Koes et al., 1989b; Fiorani et al., 2005; Dao et al., 2011). En 
tomate se ha detectado expresión de CHS7 en el estilo de flores sin polinizar 
(López-Casado et al., 2012). Tampoco se puede descartar la posibilidad de 
que el mecanismo de ciclación empleado por CHS7 difiera de la CHS. La 
ESTILBENO SINTASA (STS) es la enzima responsable de la síntesis de 
estilbenos. STS y CHS emplean los mismos precursores y el mismo 
mecanismo de condensación pero difieren en la reacción de ciclación 
empleada (Ferrer et al., 1999). Ambas enzimas comparten una elevada 
identidad aminoacídica, sin embargo, se ha detectado variabilidad en los 

aminoácidos de dos láminas β que recubren el bolsillo de ciclación y que 
podrían estar involucrados en los diferentes mecanismos de ciclación 
empleados por cada una de ellas (Ferrer et al., 1999). Precisamente, en esta 
misma región se ha observado varias sustituciones en los aminoácidos 
responsables del bolsillo de ciclación de la CHS7 (ver Figura 1-2). 

El mutante de tomate anthocyanin free (af) se caracteriza por carecer de 
antocianos en los tejidos vegetativos (Burdick, 1958). La reciente 
identificación del gen responsable de esta mutación ha permitido determinar 
que se trata de un gen CHI, cuya actividad ha sido demostrada indirectamente 
al revertir la mutación tras la aplicación exógena de naringenina (Kang et al., 
2014). Concretamente, el gen responsable de Af se corresponde con CHI3 en 
esta memoria. De los siete genes CHI presentes en tomate, dos de ellos CHI2 
y CHI3 fueron los más parecidos a las CHIs canónicas (Jez et al., 2000b) y 
presentaron además los aminoácidos que se postulan responsables de la 
preferencia por la chalconaringenina como sustrato. Se trata por tanto de 
CHIs pertenecientes al tipo I. CHI3 se expresó en estadios iniciales del 
desarrollo de frutos y hojas, mostrando una expresión baja en raíz de planta 
en desarrollo. Por su parte, CHI2 apenas se expresó en los tejidos estudiados 
aunque sí mostró expresión en los botones florales de ‘Heinz 1706-BG’ 
(Tomato Genome Consortium, 2012). Esto está de acuerdo con lo descrito en 
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la bibliografía referente a la expresión de CHI2 y CHI3 en hoja (Kang et al., 
2014).  

Por su parte, CHI5, CHI6, CHI7 y chi mostraron mayor similitud con las 
proteínas CHI pertenecientes al tipo III, que se corresponde con FAPs (Ngaki 
et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Las FAPs se dividen en tres 
grupos, perteneciendo CHI5 y chi al grupo FAP1, CHI7 al FAP2 y CHI6 al 
FAP3 (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Se desconoce la 
actividad precisa de estos enzimas, aunque se ha mostrado que en A. thaliana 
FAP1 interaccionó preferentemente con ácidos grasos saturados mientras que 
FAP3 posiblemente se une a ácidos grasos C16 ó C18 insaturados (Ngaki et 
al., 2012). La expresión de FAP1 y FAP3 estuvo restringida a tejidos 
reproductivos y a tejidos en estadios iniciales del desarrollo tanto en 
A. thaliana como en soja mientras que, en A. thaliana, FAP2 se expresó a lo 
largo del desarrollo de la planta (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y 
Dhaubhadel, 2015). En tomate, CHI5, CHI6, CHI7 y chi se expresaron 
principalmente en tejidos jóvenes, aunque hubo expresión a lo largo de todo 
el desarrollo. chi está descrito como uno de los varios genes del metabolismo 
de los flavonoides regulado por ANT1, un factor de transcripción tipo MYB 
que favorece la acumulación de antocianos (Mathews et al., 2003). Sin 
embargo, su caracterización como posible proteína involucrada en el 
metabolismo de los ácidos grasos hace necesario replantearse su función. 

CHI4 pertenece al tipo IV de proteínas CHI también denominado CHI-
like (Ngaki et al., 2012; Dastmalchi y Dhaubhadel, 2015). Se ha demostrado 
que algunas de estas enzimas están involucradas en la síntesis de flavonoides, 
si bien su actividad enzimática no ha sido descrita (Morita et al., 2014; Jiang 
et al., 2015). Varias de estas CHI tipo VI co-expresan con otros genes del 
metabolismo de los flavonoides como CHI y CHS y se inducen por luz UV 
(Wolf et al., 2010; Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). En A. thaliana se 
ha observado que CHI-like interacciona físicamente con CHI postulándose la 
posibilidad de que formen un heterodímero (Jiang et al., 2015). Así, CHI-like 
actuaría como un potenciador de la actividad CHI, careciendo ella misma de 
actividad catalítica (Morita et al., 2014; Jiang et al., 2015). Las diferencias de 
peso molecular observadas entre proteínas CHI purificadas de distintas 
especies, plantea la posibilidad de que éstas puedan formar dímeros (Bednar 
y Hadcock, 1988; Jiang et al., 2015). Adicionalmente, se ha identificado una 
región de la proteína CHI que podría estar involucrada en la dimerización 
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(Gensheimer yMushegian, 2004). Los resultados de expresión presentados en 
esta memoria mostraron una expresión coordinada de CHI4 con CHI2 en raíz 
y con CHI3 en hoja, las dos únicas CHIs de tomate que, aparentemente, 
tienen función chalcona isomerasa. Sin embargo, la elevada expresión de 
CHI4 observada en epicarpo pintón no estuvo acompañada de una expresión 
significativa de CHI3 ó CHI2. Esto plantea la posibilidad de que esta CHI4 
pueda funcionar también como potenciador de otros enzimas de la ruta de los 
flavonoides como CHS, de acuerdo con lo sugerido por Morita et al. (2010), 
o que sea capaz de interaccionar con las CHI tipo III. 

La caracterización de la familia F3H-FLS de tomate permitió la 
identificación de tres miembros, F3H6-FLS, F3H7-FLS y F3H8, que 
codifican para fragmentos N- y C-terminales, respectivamente y que apenas 
se expresaron en los tejidos estudiados. Los otros seis miembros sí 
codificaron proteínas completas con los motivos de unión a Fe(II) y 2-
oxoglutarato característicos de esta familia (Hegg y Que, 1997; Clifton et al., 
2006). La mutación anthocyanin reduced (are) de tomate se caracteriza por 
una reducción de antocianos (Yoder et al., 1994). Recientemente se ha 
demostrado que el gen responsable de esta mutación es F3H1 (Maloney et 
al., 2014). Sin embargo, la falta de actividad F3H detectada en este mutante 
no explica su capacidad de sintetizar pequeñas cantidades de antocianos 
(Yoder et al., 1994). Se ha postulado la posibilidad de que otro miembro de 
la familia F3H-FLS pudiera llevar a cabo su función, de manera análoga a lo 
observado in vitro en A. thaliana (Turnbull et al., 2004; Owens et al., 2008; 
Maloney et al., 2014). No obstante, tal y como ha quedado reflejado en los 
resultados, la conservación de secuencia aminoacídica dentro de esta familia 
es bastante baja y teniendo en cuenta la gran diversidad de funciones y 
reacciones que pueden llevar a cabo las enzimas dioxigenasas dependientes 
de 2-oxoglutarato y Fe(II), y que se desconoce la actividad metabólica de 
muchas de ellas, es difícil especular al respecto. F3H2 y F3H3-FLS formaron 
un clado con la proteína de A. thaliana DOWNY MILDEW RESISTANT 6 
(DMR6), la cual participa en la resistencia a varios patógenos mediada por el 
ácido salicílico (van Damme et al., 2008; Zeilmaker et al., 2015), por lo que 
es posible que estas dos enzimas estén también involucradas en mecanismos 
de defensa. Recintemente, se ha demostrado que esta enzima DMR6 de 
A. thaliana, al igual que su homóloga en maíz, tiene función FLAVONA 
SINTASA I (FNSI) mostrando por un lado que la enzima FNSI no está 
restringida a la familia Apiaceae (Gebhardt et al., 2007) y por otro 
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postulando un papel de las flavonas en la resistencia a patógenos mediada por 
hormonas (Falcone-Ferreyra et al., 2015). F3H4-FLS y FLS1 agruparon con 
enzimas de función desconocida siendo HIOSCIAMINA 6-HYDROLASA 
(H6H) la única con función conocida. Esta enzima participa en la síntesis de 
alcaloides catalizando la conversión de hiosciamina en escopolamina 
(Hashimoto et al., 1991; Matsuda et al., 1991). La familia de las Solanaceae 
se caracteriza por la acumulación de glicoalcaloides en diversos tejidos como 
fruto, hoja y raíz (Nagaoka et al., 1993; Yahara et al., 1996; Friedman, 2002). 
Dado que la expresión de estas dos enzimas de tomate estuvo principalmente 
restringida a la raíz, es posible que ambas enzimas esten involucradas en la 
síntesis de alcaloides en dicho tejido. 

La proteína F3H5 se localizó en una rama distinta dentro del clado que 
incluyó a las proteínas con función ANS (ANTOCIANINA SINTASA) y 
FLS conocida. Sin embargo, esta enzima de tomate apenas se expresó en 
ninguno de los tejidos estudiados, lo que parece indicar que se trata de una 
enzima que, bien se expresa en otros tejidos que no se han estudiado en esta 
memoria, o bien su expresión está inducida. Al tratarse de la única enzima 
estudiada que agrupó con las FLS de función conocida, se planteó la cuestión 
de cuál es la enzima responsable de la acumulación de flavonoles en fruto y 
hoja de tomate (Stewart et al., 2001; Slimestad y Verheul, 2009). Dada la 
proximidad filogenética observada entre las enzimas ANS y FLS (Figura 1-
10) se identificaron las enzimas anotadas como ANS en el genoma del tomate 
y se estudió su proximidad filogenética con el resto de los miembros de la 
familia F3H y FLS. Así, se identificaron dos genes que agruparon 
específicamente con las proteínas de función conocida ANS y FLS, 
respectivamente (Figura 1-20). Una búsqueda más exhaustiva en el genoma 
de tomate con la secuencia FLS de A. thaliana no permitió identificar ningún 
gen adicional. Todo esto parece indicar que el gen FLS se corresponde con 
Solyc11g013110.  
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Figura 1-20. Árbol filogenético de F3H y FLS de varias especies de plantas. Se empleó la 
proteína 1s68 28V6.3 de P. patens como outgroup. Análisis realizado con el método de 
parsimonia. Los números indican los valores del análisis de bootstrap En rojo, las proteínas 
F3H y FLS de tomate. 

   



 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 2 
 

INTERACCIÓN ENTRE LAS 
RUTAS DE SÍNTESIS DE 

FLAVONOIDES Y DE 
CUTÍCULA 

"La ciencia se compone de errores, que, 
 a su vez, son los pasos hacia la verdad" 

 Julio Verne  
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INTRODUCCIÓN 

Los flavonoides son moléculas que conforman una amplia familia de 
compuestos implicados en diversos procesos del desarrollo de las plantas 
como ya se vio en la Introducción general. Recordemos que además de 
intervenir en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichos compuestos 
ejercen un papel importante en la dieta, debido a sus propiedades 
antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, analgésicas, antitrombóticas, 
antioxidantes o anticancerosas, entre otras (Mo et al., 1992; van der Meer et 
al., 1992; Brown et al., 2001; Winkel-Shirley, 2001; Muir et al., 2001; Bovy 
et al., 2002; Graf et al., 2005; Tattini et al., 2005; Riederer y Müller, 2006; 
Peer y Murphy, 2007; Besseau et al., 2007; Laffont et al., 2010; Maloney y 
Muday, 2011).  

Con el fin de mejorar las propiedades nutricionales del fruto de tomate se 
han llevado a cabo diversas estrategias para modificar tanto la cantidad como 
el perfil de flavonoides acumulados (Muir et al., 2001; Winkel-Shirley, 2001; 
Bovy et al., 2002; Giovinazzo et al., 2005; Schijlen et al., 2006; Bovy et al., 
2007; Butelli et al., 2008; Luo et al., 2008; Ingrosso et al., 2011; Zhang et al., 
2014). La expresión de los factores de transcripción ROSEA1 (ROS1) y 
DELILA (DEL) procedentes de Antirrhinum majus L. en frutos de tomate han 
demostrado que la acumulación de flavonoles y antocianos en dichos frutos 
(Butelli et al., 2008) lleva asociado un aumento de la vida poscosecha (Zhang 
et al., 2013). Además, frutos que acumulan antocianos, como los frutos 
Del/Ros1 o los frutos Aft y at/Aft atv/atv producidos por introgresión de 
Solanum chilense y Solanum cheesmaniae (Povero et al., 2011), mostraron 
un retraso en la maduración y una reducción en la susceptibilidad a Botrytis 
cinerea (Bassolino et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2015). Estos 
cambios pueden estar relacionados con la acumulación de antocianinas, que 
aumenta la capacidad antioxidante total de los tomates, disminuyendo la 
acumulación de ROS, y retrasando así la sobremaduración del fruto y 
reduciendo su susceptibilidad a este patógeno necrotrófico (Zhang et al., 
2013; Zhang et al., 2015) o bien pueden relacionarse con la variación en la 
cantidad de ceras acumuladas en las cutículas de los frutos (España et al., 
2014b). Por otro lado, en tomate se ha visto que los flavonoides afectan a 
otros parámetros del fruto relacionados con la cutícula como son el agrietado 
y el micro-agrietado. Estudios realizados en frutos que presentaban una 
reducción significativa de la cantidad de flavonoides en la cutícula debido al 
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tapado de los frutos o por silenciamiento génico, mostraron que la menor 
cantidad de flavonoides estaba relacionada con un aumento en el índice y la 
severidad del agrietado y del micro-agrietado (España et al., 2012).  

Ballester et al. (2010) propusieron que CHI es la enzima limitante de la 
acumulación de flavonoides en el fruto de tomate basándose en los resultados 
obtenidos de la determinación de los niveles de expresión de CHS y CHI 
durante la maduración (Bovy et al., 2002; Ballester et al., 2010; España et 
al., 2014b). Concretamente la sobreexpresión de un gen CHI de petunia 
(PhCHI) en tomate conllevó la acumulación masiva de flavonoles en la piel 
de frutos maduros destacando principalmente rutina, quercetina y kaempferol 
(Muir et al., 2001). La sobreexpresión del gen CHI de petunia junto con un 
gen FNS de gerbera (PhCHI/GhFNS) conllevó un aumento en los niveles de 
flavonas (principalmente luteolina) y de flavonoles, y una disminución de los 
niveles de chalconaringenina en la piel del fruto de tomate con respecto a los 
observados en los frutos que sobreexpresaban únicamente el gen de petunia, 
indicando que la sobreexpresión conjunta de los dos genes desplazó la ruta 
hacia las flavonas y los flavonoles, lo cual estaría determinado por el sustrato 
disponible para la enzima CHI (Schijlen et al., 2006). Todo ello hace que 
tanto las plantas de tomate que sobreexpresan en el gen PhCHI como las que 
expresan dicho gen de petunia junto con el gen de gerbera FNS sea un buen 
material para estudiar la interacción entre las rutas de síntesis de flavonoides 
y de la cutícula.  

A pesar de la complejidad de la ruta de síntesis de los fenoles, estos 
compuestos (en cuanto a cantidad se refiere) conforman un componente 
minoritario en la cutícula del fruto. La proporción de flavonoides, en el caso 
de la cutícula del fruto de tomate, depende principalmente del estadio de 
desarrollo del mismo, alcanzándose el máximo de acumulación en el fruto 
maduro (España et al., 2014a). Junto con los fenoles, la cutícula está 
compuesta por ceras, polisacáridos y cutina (siendo estos dos últimos los 
componentes principales). Se ha comprobado que la reducción en la cantidad 
de flavonoides afecta a la cantidad total de cutícula y de los demás 
componentes (España et al., 2014b). Dada la naturaleza heterogénea de esta 
membrana, son muchos los genes que se han identificado como parte de la 
ruta de síntesis de la misma, así como del control hormonal y su deposición 
(Knoche y Peschel, 2007b; Curvers et al., 2010; Xia et al., 2010; L’Haridon 
et al., 2011; Wang et al., 2011). Por otro lado, la cantidad de cutícula, y de 
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sus componentes, que se deposita está regulada por las condiciones 
ambientales, así como su morfología (grosor y grado de invaginación) (Hull 
et al., 1975; López-Casado, 2006; Kosma et al., 2009; Domínguez et al., 
2008; 2012). Por todo ello la cutícula presenta una regulación compleja con 
un gran número de genes implicados en la misma como ya se vio en el 
apartado de Introducción general. 

La ruta de síntesis de flavonoides está regulada, al igual que ocurre con 
los demás componentes de la cutícula, por factores de transcripción (TFs). 
Los principales factores de transcripción que intervienen en la regulación de 
la síntesis de flavonoides se pueden clasificar en tres grandes familias: ERFs, 
MYB y HD-Zip IV (Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004; Cominelli et al., 
2008; Javelle et al., 2010; Kannangara et al., 2007; Seo et al., 2011; Zhang et 
al., 2005). Entre los numerosos factores de transcripción identificados hasta 
la fecha y que están relacionados con la ruta de los flavonoides, hay algunos 
que están involucrados también en otros procesos biológicos de la planta, 
como APETALA2 (AP2) miembro de la familia ERFs implicado en la 
maduración del fruto de tomate y la síntesis y deposición de componentes de 
la cutícula (Karlova et al., 2011). La familia AP2/ERF es una de las más 
amplias de factores de transcripción en plantas (Licausi et al., 2013). Dentro 
de la misma encontramos al primer factor de transcripción descrito en A. 
thaliana como regulador de la síntesis y deposición de ceras, WIN1/SHN1 
(Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004). El genoma de A. thaliana contiene 
3 genes homólogos, SHN1, SHN2 y SHN3, que codifican para tres factores de 
transcripción con distintos niveles de similitud. SHN1 y SHN2 tienen un 55% 
de identidad, mientras que SHN2 y SHN3 presentan un mayor nivel de 
homología, conservando un 71% de identidad (Aharoni et al., 2004). SHN1 
se expresa principalmente en raíces y flores, aunque también pueden 
observarse niveles bajos en otros órganos de la planta. El gen SHN2 de A. 
thaliana se expresa en la antera y en los tejidos de la silicua, mientras que 
SHN3 es ubícuo, expresándose en todos los órganos de la planta. La fuerte 
expresión de genes SHN en flores se correlaciona con un contenido 
relativamente alto de ceras en estos órganos. Los genes SHN actúan en la 
regulación de la elongación de las células epidérmicas en los órganos 
florales, particularmente en los pétalos. La reducción en los niveles de 
expresión de estos genes conducen a la fusión de órganos florales y se 
acompañan de una disminución en la cantidad de cutina (Shi et al., 2011). 
CUTIN DEFICIENT2 (CD2) es un gen que codifica para un factor de 
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transcripción del tipo HD-Zip IV (homeodomain-leucine zipper class IV) que 
regula la biosíntesis de cutina y por tanto su expresión afecta a la arquitectura 
y propiedades mecánicas de la cutícula (Isaacson et al., 2009, Nadakuduti et 
al., 2012; Giménez et al., 2015). La caracterización del mutante de tomate 
sticky peel (pe) y su posterior mapeo genético reveló que se trataba de un 
alelo de CD2. Entre otras características, este mutante es deficiente en cutina, 
presenta alterado el perfil de las ceras, tiene mayor permeabilidad cuticular, 
menor acumulación de antocianos y menor densidad de tricomas (Isaacson et 
al., 2009; Swathi et al., 2012).  

Los factores de transcripción MYB están implicados en una gran variedad 
de procesos biológicos de plantas, incluyendo el metabolismo secundario, la 
determinación de la forma celular, la diferenciación celular, la biosíntesis y 
deposición de la cutícula y responden ante diferentes tipos de estreses 
(Lippold et al., 2009). En tomate, se ha descrito la participación de MYB12 
en la regulación de la ruta de biosíntesis de flavonoides y su deficiencia, 
como en el caso del mutante y (colorless fruit epidermis), da lugar a frutos de 
color rosa, ya que su cutícula no acumula flavonoides (Adato et al., 2009; 
Ballester et al., 2010). La transcripción de MYB30 se induce en respuesta a la 
infección por patógenos bacterianos, como Xanthomonas campestris pv 
campestris, activando genes responsables de la síntesis de ceras, 
principalmente las intracuticulares (Raffaele et al., 2008). MYB96 fue 
identificado como un factor de transcripción que media la tolerancia frente a 
la sequía y es inducible por ABA y auxinas (Seo et al., 2009). Estudios de 
sobreexpresión de MYB96 en A. thaliana revelaron que provoca cambios en 
el crecimiento de raíces laterales, activa genes responsables de la síntesis de 
ceras epicuticulares de hojas (Seo et al., 2011) e induce cambios en el 
desarrollo de la epidermis de hojas, particularmente en el número y tamaño 
de estomas (Aharoni et al., 2004; Zhang et al., 2007). Mientras que MYB96 
es un regulador positivo de la producción de ceras como respuesta a un 
estrés, MYB41 actúa como regulador negativo de la biosíntesis de cutina 
frente a un estrés similar. MYB41 presenta unos niveles bajos de expresión en 
ausencia de estrés mientras que cuando aparece un estrés osmótico, de sequía 
o ABA, MYB41 es inducido y ejerce su función (Cornielli et al., 2008). 
Estudios llevados a cabo en A. thaliana, mediante la sobreexpresión de este 
factor de transcripción, muestran cómo se induce una disminución en el 
tamaño celular, llegando a presentar enanismo. Además, se produce una 
discontinuidad en la cutícula, lo cual hace que se incremente la permeabilidad 
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a través de la superficie de la hoja y por lo tanto las plantas son más sensibles 
a la desecación (Cornielli et al., 2008). 

Dentro de la ruta de síntesis de flavonoides cabe destacar el importante 
papel de varias enzimas, particularmente la FENILALANINA AMONIO 
LIASA (PAL), primera de la ruta de síntesis de los fenilpropanoides y que 
constituye la unión entre el metabolismo primario y el secundario. En tomate, 
estas enzimas pertenecen a una familia de al menos 18 genes dispersos por 
todo el genoma, regulados por un efectivo e inusual sistema de 
silenciamiento, en el que un solo gen controla la expresión de la PAL para 
que ésta realice su función en respuesta a estímulos ambientales (Chang et 
al., 2008). En el caso de la CHS, primera enzima de la ruta de los 
flavonoides, su importancia viene dada por el control que ejerce sobre la 
síntesis y acumulación de muchos de los compuestos fenólicos. De los 8 
genes CHS identificados en tomate (https://solgenomics.net/) se sabe que 
CHS1 y CHS2 se expresan durante la maduración del fruto, presentando 
ambos un nivel de expresión mayor en el estadio pintón, si bien CHS2 
presenta niveles más altos de expresión que CHS1 durante toda la 
maduración (España et al., 2014). La expresión de CHS durante la 
maduración controla los diferentes cambios que se dan en las células 
epidérmicas y en la cutícula durante este periodo. Afecta a la deposición de 
los diferentes componentes de la cutícula, así como a la disposición 
molecular en la matriz de cutina, además de provocar cambios en la forma 
celular (España et al., 2014). La expresión de CHS también parece estar 
relacionada con la formación y la capacidad de germinación del polen. En 
estudios llevados a cabo en nuestro grupo donde se analizaron plantas de 
tomate transgénicas que tienen silenciado el gen CHS a nivel de planta 
completa, se observó partenocarpia asociada a defectos en el polen. Varias 
investigaciones sugieren que CHI puede ser una enzima reguladora de la 
síntesis de pigmentos flavonoides e isoflavonoides. Esta enzima es 
fuertemente inhibida por los flavonoles quercetina y kaempferol, y por los 
isoflavonoides kievitona y coumestrol (Dixon et al.,1982), mientras que su 
actividad puede ser inducida por el ácido cinámico, intermediario en la vía de 
los fenilpropanoides (Gerrish et al., 1985). Mutaciones del gen CHI provocan 
cambios en el color de diferentes partes de la planta. En aster de China 
(Callistephus chinensis) y en clavel (Dianthus cayophyllus) aparecen los 
pétalos de las flores de color amarillo; en A. thaliana vira el color de la 
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cubierta de la semilla (Forkmann y Heller, 1999) y en tomate la cutícula del 
fruto carece de coloración (Muir et al., 2001).  

Otra rama de la ruta de los flavonoides consiste en la síntesis de flavonas a 
partir de flavanonas por medio de una reacción llevada a cabo por la enzima 
FLAVONA SINTASA (FNS). Al menos hay dos proteínas diferentes 
responsables de esta conversión oxidativa: FNS I y FNS II. FNS I es propia 
de la familia Apiaceae, fue descrita por primera vez en perejil (Petroselinum 
crispum) y clasificada como dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato 
(Sutter et al., 1975; Britsch et al., 1981). FNS II es una enzima perteneciente 
a la superfamilia de proteínas citocromo P450, concretamente a la subfamilia 
CYP93B y clasificada como dependiente de NADPH. Está presente en 
muchos de los tejidos de la mayoría de plantas, tanto superiores como 
inferiores, como por ejemplo Antirrhinum majus (planta donde fue 
demostrada por primera vez su actividad, (Stotz y Forkmann, 1981), Glycine 
max, Callistephus chinensis o Gerbera hybrida, sin embargo, en tomate no 
hay identificados a día de hoy genes FNS.  

Las proteínas lipasas/hidrolasas con motivo GDSL (en adelante proteínas 
o genes GDSL) pertenecen a la familia de las hidrolasas α/β y muchas de 
ellas se expresan en células epidérmicas, cerca de las membranas cuticulares 
(Lemaire-Chamley et al., 2005; Reina et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008; 
Matas et al., 2010; Yeats et al., 2010; Girard et al., 2012). Se ha destacado el 
papel de estas enzimas en la tolerancia de las plantas frente a estreses de tipo 
biótico y abiótico (Oh et al., 2005, Naranjo et al., 2006; Hong et al., 2008), y 
en la exportación extracelular (Girard et al., 2012). En tomate, el mutante cd1 
fue descrito en 2009 y presentaba una reducción en la cantidad de cutina de 
los frutos del 95% (Isaacson et al., 2009). Posteriormente, el silenciamiento 
mediante ARNi del gen GDSL2 conllevó una alteración en la cantidad y 
estructura de la cutina en el fruto de tomate similar a la de cd1 (Girard et al., 
2012). Recientemente, se ha descrito que CD1 y GDSL2 son el mismo gen 
(Solyc11g006250) y a la proteína que codifica, una GDSL, se la ha 
denominado CUTIN SINTASA 1 (Yeats et al., 2014). Se ha visto que esta 
enzima es también requerida para la deposición de cutina en el exocarpo del 
fruto de tomate teniendo un papel importante en la polimerización de la 
cutina (Domínguez et al., 2015; Philippe et al., 2015). Otro gen relacionado 
con la biosíntesis de la cutícula o deposición de la cutina para la formación de 
la cutícula y cuya proteína posee dominios α/β hidrolasa es BODYGUARD 
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(Kurdyukov et al., 2006; Domínguez et al., 2015). El mutante bdg de A. 
thaliana presenta una capa cuticular discontinua provocando un aumento en 
la permeabilidad cuticular y fusión de órganos. Aunque BDG actúa como una 
sintasa, la pérdida de función en el mutante llevó consigo, paradójicamente, 
un aumento de la cantidad de cutícula y de ceras (Kurdyukov et al., 2006). 
Trabajos de silenciamiento de un gen ortólogo de BDG en tomate llevados a 
cabo en nuestro laboratorio, han permitido comprobar que tanto el 
silenciamiento transitorio (VIGS) como el estable (transgénicas) del gen 
SlBDG provoca alteraciones a nivel epidérmico conducentes a plantas con 
mayor permeabilidad cuticular (Reina-Pinto, datos no publicados).  

Otros genes que están relacionados con la elongación de ácidos grasos y el 
metabolismo de las ceras son CER6 y CER1-like. CER6 (previamente 
anotado como LeCER6) es un gen de tomate homólogo del gen CER6 de A. 

thaliana que codifica una β-cetoacil-CoA sintasa implicada en la síntesis de 
ceras cuticulares durante el desarrollo del fruto, concretamente en la 
elongación de ácidos grasos de cadena muy larga (los denominados VLCFA) 
(Vogg et al., 2004; Leide et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008). La mutación 
del gen CER6 mostró una variación en la composición de las ceras 
cuticulares y en la permeabilidad cuticular (Mintz-Oron et al., 2008). 

Estudios en los que se identificó a genes de tomate ortólogos de AtSHN, 
mostraron que SHN3 estaba altamente expresado en el exocarpo de frutos en 
el estadio verde maduro de manera similar a otros genes relacionados con el 
metabolismo de la cutícula (Mintz-Oron et al., 2008; Shi et al., 2012). El 
silenciamiento de SHN3 en tomate provocó fenotipos asociados a la cutícula 
con cambios importantes en la epidermis. SHN3 regula tanto genes asociados 
con el metabolismo de la cutina como genes reguladores de la expresión. 
Parece ser que un gen que está regulado por SHN3 es SlCYP86A69, 
citocromo P450 homólogo putativo de una proteína relacionada con la 
biosíntesis de cutina de A. thaliana implicada en la hidroxilación de ácidos 
grasos. Su mutación provoca deficiencia en cutina y esto conlleva cambios en 
la respuesta del fruto a estreses bióticos o abióticos (Shi et al., 2012). 
CYP86A68 es otro gen perteneciente a la familia citocromo P450 con función 
en la hidroxilación terminal de los ácidos grasos (Lashbrooke et al., 2015). 

 ABCG32/PDR4/PEC1 es miembro de la familia de transportadores del 
tipo ABC. En A. thaliana lo transportadores PDR tienen un amplio patrón de 
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expresión, lo cual indica que están involucrados en diferentes procesos 
biológicos (Martinoia et al., 2002; Bessire et al., 2011). Se conoce que 
ABCG32 es un transportador que se requiere para la formación de la cutícula 
al igual que ocurre con otros miembros de esta familia como es el caso de 
ABCG11, transportador implicado en la exportación de monómeros de cutina 
(Bird et al., 2007, Luk et al., 2007, Panikashvili y otros, 2007, Ukitsu et al., 
2007; Bessire et al., 2011). Los mutantes de silenciamiento de 
ABCG32/PEC1 (pec1) mostraron una disminución en ácidos grasos 
oxigenados saturados mientras que los niveles de ácidos no sustituidos o 
ácidos dicarboxílicos insaturados en las cutículas no se vieron afectados 
(Bessire et al., 2011). Estudios realizados en el mutante pec1 revelaron la 
importancia de este gen en la cutícula de la hoja durante la expansión de la 
roseta en A. thaliana. La reducción de monómeros C16 en dicho mutante 
durante este periodo afectó a la permeabilidad de la cutícula (Bessire et al., 
2011; Fabre et al., 2015).   
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RESULTADOS 

I. Crecimiento y desarrollo del fruto 

La evolución del tamaño del fruto a lo largo del crecimiento y maduración 
se presenta en la Tabla 2-1. Las plantas CHIox mostraron diferencias 
significativas en el tamaño del ovario, siendo éste menor que los ovarios de 
las plantas MM y CHI/FNSox. Si bien esta diferencia se perdió en estadios 
posteriores, sí se observó una diferencia clara de tamaño de fruto durante la 
maduración. Así, los frutos de las plantas CHIox y CHI/FNSox fueron 
menores que los del control MM. Adicionalmente se estudió la evolución 
temporal del desarrollo. En este sentido, se pudo observar que la mayoría de 
los frutos de las plantas CHIox y CHI/FNSox alcanzaron el estadio rojo 
maduro antes que el control MM, no observándose diferencias entre ellas.  

Tabla 2-1. Evolución del diámetro del fruto (mm) a lo largo del desarrollo en frutos 
procedentes de plantas de MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. 
O: ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los 
datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias 
significativas entre tratamientos para cada estadio (p ≤ 0,05). 

Estadio MM CHIox  CHI/FNSox  
O 1,70 ± 0,03 a 1,59±0,03 b 1,76±0,03 a 
VI 30,28 ± 0,43 a 31,27 ± 053 a 30,44 ± 0,41 a 

VM 50,46 ± 0,49 a 50,91 ± 0,59 a 47,85 ± 0,19 b 
P 55,77 ± 0,29 a 52,28 ± 0,35 b 51,99 ± 0,25 b 

RM 59,77 ± 0,37 a 54,63 ± 0,38 b 54,93 ± 0,47 b 
 
La figura 2-1 muestra la cantidad de semillas por fruto que presentaron las 

plantas en este estudio. Se observó una diferencia notable en cuanto a la 
cantidad de semillas de los frutos de las plantas homocigotas CHIox y 
CHI/FNSox con respecto al control MM (Figura 2-1A). Las plantas 
hemicigotas de CHI/FNSox produjeron un número de semillas igual (~80 
semillas por fruto) a las plantas CHIox (tanto en hemicigosis como en 
homocigosis). Los frutos de las plantas homocigotas CHI/FNSox fueron los 
que presentaron un menor número de semillas con una media de 
aproximadamente 42 semillas por fruto.  Estas diferencias se mantuvieron en 
las plantas de la temporada de invierno (datos no mostrados).  
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Figura 2-1. A, cantidad de semillas por fruto de plantas MM control y plantas homocigotas 
CHIox y CHI/FNSox. B, cantidad de semillas por fruto en las plantas CHI/FNSox hemicigotas 
y homocigotas. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p ≤ 0,05) mientras que los dos asteriscos diferencias significativas 
(p ≤ 0,01). 

La Figura 2-2 muestra la cantidad y viabilidad del polen, observándose 
diferencias significativas entre las plantas modificadas genéticamente y su 
control. Las plantas MM control presentaron una cantidad de polen de 
aproximadamente 160000 granos/flor. Dicha cantidad se vio reducida en 
aproximadamente el 50% en el caso de las plantas CHIox homocigotas y el 
77% en el caso de las plantas CHI/FNSox homocigotas (Figura 2-2A). Las 
plantas homocigotas presentaron una menor cantidad de polen con respecto a 
sus hemicigotas (Figuras 2-2B y C), siendo dicha reducción mayor en el caso 
de las plantas CHIox (Figuras 2-2B). Las plantas CHIox hemicigotas 
presentaron una cantidad de polen por flor similar a las plantas control. La 
viabilidad del polen también se vio reducida en las plantas modificadas 
genéticamente con respecto al control MM en torno a un 6-11%. En este caso 
no se observaron diferencias significativas entre las plantas hemicigotas y 
homocigotas. En cuanto al tamaño y la superficie de los granos de polen 
estudiados mediante MEB tampoco se observaron diferencias entre los 
distintos genotipos.  
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Figura 2-2. A, cantidad de polen por flor de plantas MM control y plantas 
homocigotas CHIox y CHI/FNSox. B, cantidad de polen por flor en las plantas 
CHIox hemicigotas y homocigotas. C, cantidad de polen por flor en las plantas 
CHI/FNSox hemicigotas y homocigotas. D, viabilidad del polen de plantas MM 
control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los datos se presentan 
como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas 
(p ≤ 0,05) mientras que los dos asteriscos diferencias significativas (p ≤ 0,01). 

La sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS afectó a la 
cantidad y al peso medio de los frutos maduros de las plantas genéticamente 
modificadas, tanto en las hemicigotas como en las homocigotas, con respecto 
a las plantas MM control (Figura 2-3), siendo las plantas CHI/FNSox las que 
presentaron un mayor número de frutos maduros seguidas de las plantas 
CHIox. Las plantas MM control fueron las que presentaron un menor número 
de frutos, mientras que, CHIox y CHI/FNSox fueron las que presentaron los 
frutos más pequeños (peso en gramos). Estas diferencias en cuanto a número 
de frutos por planta y peso de los frutos en los diferentes genotipos, hicieron 
que finalmente todos presentasen una cosecha (medida en gramos por planta) 
similar.  
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La Figura 2-4 muestra la vida poscosecha de frutos MM control y frutos 
de plantas CHIox homocigotas. Los frutos de las plantas CHI/FNSox no se 
evaluaron debido al alto índice de agrietado que presentaron, no pudiendo 
obtener un número adecuado de frutos sin agrietar para realizar dicho estudio. 
Entre los dos genotipos estudiados se observaron diferencias significativas, 
siendo el flujo de agua en las plantas transgénicas mayor que en las plantas 
control.  

 
Figura 2-4. Transpiración, expresada 
como flujo de agua, de frutos rojo maduro 
durante la poscosecha. Frutos procedentes 
de plantas MM control y plantas 
homocigotas CHIox. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Los dos 
asteriscos indican diferencias significativas 
(p ≤ 0,01). 

 
 

Figura 2-3. Cantidad de frutos maduros por 
planta, peso medio de los mismos y cosecha 
(peso frutos maduros/planta) de plantas 
MM control y plantas homocigotas CHIox 
y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los 
datos se presentan como medias ± SE. Las 
distintas letras indican diferencias 
significativas (p ≤ 0,05). 
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II. Calidad de fruto 

Las diferencias en cuanto a color se apreciaron a simple vista tanto en 
frutos maduros como en las cutículas aisladas (Figura 2-5). El color se 
determinó en las cutículas aisladas, en el mesocarpo y en los frutos maduros 
(Figura 2-6). Las determinaciones de color realizadas en la cutícula aislada 
mostraron diferencias en los valores de L*, C* y Hº con la sobreexpresión 
tanto del gen PhCHI como con la sobreexpresión de este gen junto con el gen 
GhFNS, presentando en ambos casos valores más altos de L* y Hº y valores 
más bajos de C* con respecto al control. En el caso del mesocarpo aislado, el 
color varió tanto en L* como en C* en los frutos CHIox, donde dichos 
parámetros se vieron reducidos respecto a MM control y CHI/FNSox, sin 
embargo, no se observaron diferencias significativas en el tono (Hº) del 
mesocarpo entre los diferentes genotipos. El color de los frutos completos 
mostró diferencias significativas entre los distintos genotipos en los valores 
de L*, C* y Hº. Así, el valor de L* aumentó con la sobreexpresión conjunta 
de los genes PhCHI y GhFNS mientras que los valores de C* y Hº 
disminuyeron en los frutos de las plantas transgénicas (tanto CHIox como 
CHI/FNSox) con respecto a los del control.  

 

 
Figura 2-5. Frutos maduros MM, CHIox y 
CHI/FNSox homocigotos en la fila superior. 
Cutículas aisladas de los frutos en la fila inferior. 
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La sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS afectó a la 
dureza de los frutos de manera que, en ambos casos, dicha dureza se vio 
reducida. Los frutos de las plantas MM control presentaron una dureza de 89 
grados Durofel mientas que los frutos de las plantas CHIox y CHI/FNSox 
presentaron unos valores de 60 y 58 grados Durofel respectivamente (Figura 
2-7).        

 

 

Figura 2-7. Dureza de los frutos rojo 
maduro de plantas MM control y plantas 
homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los 
datos se presentan como medias ± SE. 
Las distintas letras indican diferencias 
significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 2-6. Parámetros de color del 
espacio CIE L*C*H° medidos en fruto, 
mesocarpo y cutícula de tomates rojo 
maduro procedentes de plantas MM 
control y plantas homocigotas CHIox y 
CHI/FNSox. L*: luminosidad, C*: croma, 
H°: tono. Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas entre genotipos 
para cada parámetro (p ≤ 0,05). 
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La modificación de la ruta de biosíntesis de los flavonoides también 
afectó a la calidad externa del fruto en cuanto al agrietado del mismo (Figura 
2-8), de tal modo que la sobreexpresión del gen PhCHI provocó un aumento 
de la cantidad de frutos que presentaron agrietado en torno a un 30% 
aproximadamente mientras que la sobreexpresión conjunta de los genes 
PhCHI y GhFNS produjo un aumento en torno al 70% comparado con el 
control. Además de presentar un mayor porcentaje de frutos agrietados, las 
plantas CHI/FNSox mostraron un agrietado más severo, presentando frutos 
con agrietado de tipo 4 en la escala utilizada para evaluar dicha severidad. 
Por el contrario, la mayor parte de los frutos de las plantas CHIox y del 
control MM (~84-88%) presentaron una severidad de tipo 1 y 2. 

 

Figura 2-8. Porcentaje de agrietado total e índice de agrietado de frutos rojo maduro 
procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos dentro de cada tipo de agrietado (p ≤ 0,05). 

Al igual que ya ocurriese con el agrietado, la modificación genética de la 
ruta provocó un aumento del porcentaje de frutos que presentaron 
microrrayado. Así la sobreexpresión del gen PhCHI aumentó la aparición de 
microrrayado en un 50% con respecto al control, mientras que todos los 
frutos de las plantas CHI/FNSox presentaron microrrayado (Figura 2-9). 
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Figura 2-9. Porcentaje de microrrayado 
presente en frutos rojo maduro procedentes de 
plantas MM control y plantas homocigotas 
CHIox y CHI/FNSox. Los datos se presentan 
como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p ≤ 0,05). 

 

En cuanto a la calidad interna del fruto, la sobreexpresión de los genes 
PhCHI y PhCHI/GhFNS no afectó al contenido en sólidos solubles, pero por 
el contrario, sí afectó a la acidez y a la aceptabilidad del sabor (Figura 2-10). 
En estos parámetros los frutos de las plantas CHI/FNSox presentaron valores 
significativamente superiores, seguidos de los frutos de las plantas MM 
control. Por último, los valores significativamente más bajos en acidez y 
aceptabilidad del sabor correspondieron a los frutos de las plantas que 
sobreexpresan el gen PhCHI.   
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Figura 2-10. Acidez valorable, contenido 
en sólidos solubles (ºBrix) y aceptabilidad 
del sabor (unidades arbitrarias) de frutos 
rojo maduro procedentes de plantas MM 
control y plantas homocigotas CHIox y 
CHI/FNSox. Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
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III. Desarrollo de la epidermis y cutícula 

El estudio del tamaño y forma de las células de la epidermis se realizó en 
dos fases, por un lado, a partir de conteos realizados en imágenes de 
microscopía electrónica de barrido de la superficie del ovario y de cuatro 
estadios del desarrollo del fruto, se estimó la densidad de células epidérmicas 
(cantidad de células epidérmicas presentes por unidad de área). Partiendo de 
estos resultados se escogieron dos estadios del desarrollo, verde maduro y 
rojo maduro, donde se midieron las dimensiones celulares.  

La Figura 2-11 muestra los datos de la densidad celular obtenidos. Los 
tres genotipos manifestaron el patrón habitual durante el desarrollo, 
mostrando una disminución de la densidad celular a lo largo del mismo. En 
el ovario y en los estadios VI y VM, tanto las plantas que sobreexpresan 
únicamente el gen PhCHI como las plantas que lo sobreexpresan junto con 
el gen GhFNS mostraron una menor cantidad de células epidérmicas por 
unidad de área, sin haber diferencias significativas entre ambos genotipos. 
En el estadio pintón, los frutos CHIox pasaron a mostrar la mayor densidad 
celular junto con los frutos de las plantas MM control. Una vez que se 
alcanzó el estadio RM, la mayor cantidad de células epidérmicas la 
presentaron los frutos CHIox.  

 
Figura 2-11. Densidad de células epidérmicas a lo largo del 
desarrollo del fruto de procedentes de plantas MM control y 
plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas entre genotipos para cada estadio 
(p ≤ 0,05).  
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El análisis de los cortes histológicos mostró diferencias en el tamaño y 
la morfología de las células epidérmicas. De acuerdo con la orientación de 
las muestras, la superficie de célula epidérmica expuesta en el corte 
histológico determinó el tamaño celular y la longitud de los ejes tangencial 
y radial, la forma de dichas células. 

 

Figura 2-12. Microfotografías de cortes histológicos de pericarpo de 
frutos de tomate en dos estadios del desarrollo procedentes de plantas 
homocigotas CHIox y CHI/FNSox y su control MM. MM: A,B; 
CHIox: C,D; CHI/FNSox: E,F. Verde inmaduro: A,C,E; rojo maduro: 
B,D,F. Los cortes están teñidos con Sudán IV y calcoflúor.  

Tanto el tamaño como la forma celular se vieron afectados con la 
modificación de la ruta biosintética de los flavonoides en los estadios VM y 
RM del fruto (Figura 2-13). Así, las células epidérmicas de los frutos 
CHI/FNSox fueron los que presentaron un mayor tamaño y una forma más 
alargada en los dos estadios de desarrollo estudiados. Sin embargo, las 
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células de los frutos CHIox en estadio RM fueron las que presentaron una 
forma más redondeada, mostrando una ratio menor entre la longitud del eje 
tangencial y del radial. 

 

Figura 2-13. Tamaño de las células epidérmicas medido en dos estadios del desarrollo de 
frutos procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. En la 
fila superior se muestran los gráficos correspondientes al estadio verde maduro (VM) y en la 
inferior los de rojo maduro (RM). Los datos se representan como medias ± SE. Las distintas 
letras indican diferencias significativas (p ≤ 0,05).  

Al igual que ya se hiciera para el estudio del tamaño y la forma de las 
células epidérmicas, en el análisis histológico del epicarpo se determinó 
también el grosor y el grado de invaginación de la cutícula (Tabla 2-2), así 
como el número de capas celulares que conformaba la hipodermis. Tanto el 
grosor como el grado de invaginación de la cutícula del fruto se vieron 
afectados por la sobreexpresión de los genes de petunia y gerbera. Los frutos 
de las plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron un mayor grado de 
invaginación durante todo el desarrollo del fruto, desde el estadio VM hasta 
RM y un mayor grosor de la cutícula durante la maduración. Los frutos de las 
plantas MM control presentaron un grado de invaginación de la cutícula 
similar al observado en los frutos de las plantas CHIox en el estadio VM, sin 
embargo, al llegar a RM, los frutos MM presentaron el menor grado de 
invaginación de la cutícula. En cuanto al grosor, los frutos MM control 
fueron los que presentaron los valores más bajos durante todo el desarrollo. 
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La sobreexpresión de dichos genes no afectó al número de capas de células 
hipodérmicas el cual osciló entre 2 y 3 (datos no mostrados). 

Tabla 2-2. Grosor y grado de invaginación de la cutícula de fruto de tomate en cuatro 
estadios del desarrollo procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox 
y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los valores de grado de invaginación están 
expresados en unidades arbitrarias. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, 
RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas entre genotipos para un mismo estadio (p ≤ 0,05). 

Estadio Genotipo Grosor (µm) Grado invaginación 

VI 
MM 2,57 ± 0,09 c 0,25 ± 0,02 c 

CHIox 6,66 ± 0,17 a 1,79 ± 0,03 a 
CHI/FNSox 5,92 ± 0,12 b 1,47 ± 0,02 b 

VM 
MM 6,28 ± 0,14 c 1,50 ± 0,05 b 

CHIox 8,81 ± 0,13 a 1,65 ± 0,06 b 
CHI/FNSox 7,62 ± 0,11 b 2,52 ± 0,06 a 

P 
MM 5,34 ± 0,12 c 1,27 ± 0,03 b 

CHIox 6,31 ± 0,12 b 1,38 ± 0,04 b 
CHI/FNSox 6,80 ± 0,11 a 2,29 ± 0,07 a 

RM 
MM 5,16 ± 0,14 c 1,11 ± 0,05 c 

CHIox 7,08 ± 0,11 b 1,30 ± 0,06 b 
CHI/FNSox 7,68 ± 0,15 a 2,12 ± 0,05 a 

 
En la Tabla 2-3 se muestran los valores obtenidos de cantidad de cutícula 

aislada y de sus principales componentes (cutina, polisacáridos, ceras y 
fenoles) en peso por unidad de superficie a lo largo del desarrollo del fruto 
MM y en las plantas transgénicas homocigotas en la temporada de verano. En 
cuanto a cantidad total de cutícula se refiere, es destacable el aumento que se 
produjo en todos los genotipos entre los estadios VI y VM, manteniéndose 
más o menos constante a partir de aquí hasta el final del desarrollo. Los 
frutos de las plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron los valores más 
altos durante todo el desarrollo seguidos de los frutos CHIox, mientras que 
los frutos MM control presentaron los valores de cantidad total de cutícula 
más bajos. La mayor cantidad de cutícula en los frutos modificados 
genéticamente fue acompañada, por lo general, de un aumento en la cantidad 
de cutina tanto en las plantas CHIox como en CHI/FNSox. Sin embargo, la 
cantidad de polisacáridos aumentó en las plantas CHI/FNSox, pero descendió 
durante la maduración de los frutos CHIox. Las variaciones de estos 
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compuestos se dieron no sólo en cuanto a cantidad sino también en el 
porcentaje que ellos representan en la cutícula. La cantidad de ceras presentó 
un comportamiento más variable. En el estadio VI, a pesar de que las plantas 
homocigotas presentaron una mayor cantidad de ceras (34-39 µg cm-2) con 
respecto al control, éstas cantidades supusieron un menor porcentaje. 
Mientras que el porcentaje de ceras en las cutículas de MM y CHIox fue de 
aproximadamente un 2,5%, en las plantas CHI/FNSox fue del 1,6%. En los 
demás estadios del desarrollo, se observó en general un aumento significativo 
de ceras en las plantas modificadas genéticamente, siendo este aumento más 
notable en el caso de CHI/FNSox homocigota, donde el porcentaje de ceras 
alcanzó un valor de 5,5% en el estadio RM. La cantidad de fenoles en los 
estadios iniciales del desarrollo fue significativamente superior en las plantas 
CHI/FNSox.  Esta cantidad de fenoles se mantuvo a lo largo del desarrollo 
del fruto, a diferencia de MM donde en el estadio P mostró un aumento 
considerable. En los estadios P y RM de los frutos MM, los fenoles 
representaron aproximadamente un 7% de la cutícula, mientras que en las 
plantas transgénicas este porcentaje disminuyó hasta aproximadamente el 
0,8%.  

Al comparar los datos de cantidad de los componentes cuticulares entre 
las plantas hemicigotas y homocigotas (Tablas 2-4 y 2-5) se observó que al 
inicio del desarrollo son las plantas hemicigotas, tanto CHIox como 
CHI/FNSox las que presentaron menor cantidad de cutícula, mientras que al 
llegar al estadio RM fueron las plantas homocigotas en ambos casos las que 
presentaron los valores más bajos. Esta disminución en la cantidad de 
cutícula vino dada principalmente por una reducción en las cantidades de 
cutina y/o polisacáridos.  

Al analizar la cantidad de cutícula total y de sus componentes en frutos de 
tomate de la temporada de invierno (Anexo VI), se observó en general, que 
las diferencias en cantidades tanto de la cutícula como de sus componentes 
eran menores en los frutos de las plantas transgénicas al inicio del desarrollo 
con respecto a los datos de la temporada de verano. A pesar de que las 
diferencias se vieron reducidas, se observó de nuevo que los frutos de las 
plantas CHI/FNSox fueron los que presentaron valores más altos de cutícula, 
cutina, polisacáridos y ceras (salvo la cantidad de ceras en el estadio VI y la 
cantidad de cutina en el estadio VM donde CHIox presentó los valores más 
altos) mientras que los frutos control seguían presentando los valores más 
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bajos. En cuanto a la cantidad de fenoles en el material de invierno, las 
cutículas de los frutos CHIox fueron las que presentaron valores más bajos 
con respecto a los otros dos genotipos estudiados al final del desarrollo del 
fruto.  

Tabla 2-3. Cantidad de cutícula y de sus principales componentes, cutina, polisacáridos, 
ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas 
cultivadas en verano de MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los 
valores se expresan en µg·cm-2. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: 
rojo maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas entre genotipos para un mismo estadio (p ≤ 0,05).  

 MM CHIox CHI/FNSox 
Cutícula    

VI 1086,8 ± 43,2 c 1445,8 ± 78,6 b 2339,9 ± 69,6 a 
VM 1653,3 ± 52,7 c 2081,4 ± 60,5 b 2413,9 ± 57,1 a 

P 1666,6 ± 63,9 c 1865,6 ± 55,4 b 2565,0 ± 54,0 a 
RM 1861,7 ± 57,8 b 2033,7 ± 60,4 b 2679,7 ± 47,6 a 

Cutina    

VI 702,2 ± 27,9 c 943,6 ± 51,3 b 1563,0 ± 46,7 a 
VM 1046,2 ± 33,4 c 1492,9 ± 43,4 b 1617,0 ± 38,2 a 

P 1080,8 ± 41,4 c 1381,4 ± 41,0 b 1764,6 ± 37,2 a 
RM 1249,5 ± 38,8 c 1536,3 ± 45,6 b 1675,3 ± 29,8 a 

Polisacáridos    

VI 357,5 ± 14,2 c 467,8 ± 25,4 b 739,6 ± 22,1 a 
VM 564,0 ± 18,0 b 526,6 ± 15,3 b 731,6 ± 17,3 a 

P 546,4 ± 20,9 b 442,2 ± 13,1 c 708,8 ± 14,9 a 
RM 560,5 ± 17,4 b 440,7 ± 13,1 c 855,9 ± 15,2 a 

Ceras    

VI 27,2 ± 1,1 c 34,4 ± 1,9 b 39,6 ± 1,2 a 
VM 43,1 ± 1,4 c 61,9 ± 1,8 b 71,7 ± 1,7 a 

P 39,4 ± 1,5 b 42,0 ± 1,2 b 105,5 ± 2,2 a 
RM 51,8 ± 1,6 b 56,6 ± 1,7 b 148,5 ± 2,6 a 

Fenoles    

VI 13,5 ± 3,2 b 14,8 ± 1,2 ab 22,6 ± 5,0 a 
VM 18,3 ± 3,2 b 25,6 ± 2,4 a 16,9 ± 2,7 b 

P 119,2 ± 12,2 a 35,0 ± 4,1 b 21,4 ± 4,0 b 
RM 133,2 ± 5,6 a 31,8 ± 5,6 b 26,2 ± 0,7 b 
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Tabla 2-4. Cantidad de cutícula y de sus principales componentes, 
cutina, polisacáridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de 
desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de CHIox 
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en µg·cm-2. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo 
maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Los asteriscos 
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas 
para un mismo estadio: *: 0,05≥ p > 0,01, ** p ≤ 0,01. 

 CHIox 
 hemicigota homocigota 

Cutícula   

VI 1169,5 ± 62,8 ** 1445,8 ± 78,6  
VM 1982,5 ± 59,4  2081,4 ± 60,5  

P 1869,7 ± 56,0  1865,6 ± 55,4  
RM 2122,8 ± 34,7  2033,7 ± 60,4  

Cutina   

VI 854,7 ± 45,9  943,6 ± 51,3  
VM 1283,7 ± 38,5 ** 1492,9 ± 43,4  

P 1225,6 ± 36,7 ** 1381,4 ± 41,0  
RM 1385,9 ± 22,6 **  1536,3 ± 45,6  

Polisacáridos   

VI 295,9 ± 15,9 ** 467,8 ± 25,4  
VM 653,9 ± 19,6  526,6 ± 15,3**  

P 585,5 ± 17,5  442,2 ± 13,1**  
RM 668,4 ± 10,9  440,7 ± 13,1**  

Ceras   

VI 18,9 ± 1,0 ** 34,4 ± 1,9  
VM 45,0 ± 1,3 ** 61,9 ± 1,8  

P 58,6 ± 1,8  42,0 ± 1,2**  
RM 68,5 ± 1,1  56,6 ± 1,7 ** 

Fenoles   

VI 11,0 ± 2,6  14,8 ± 1,2  
VM 14,8 ± 2,4 ** 25,6 ± 2,4  

P 21,7 ± 1,5 ** 35,0 ± 4,1  
RM 20,2 ± 4,1 * 31,8 ± 5,6  

 

 



Interacción entre las rutas de síntesis de flavonoides y de cutícula 

 

134 

 

Tabla 2-5. Cantidad de cutícula y de sus principales componentes, 
cutina, polisacáridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de 
desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de 
CHI/FNSox hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en 
µg·cm-2. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, 
RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Los 
asteriscos indican diferencias significativas entre hemicigotas y 
homocigotas para un mismo estadio: *: 0,05≥ p > 0,01, ** p ≤ 0,01. 

 CHI/FNSox 
 hemicigota homocigota 

Cutícula   

VI 2139,0 ± 59,5 * 2339,9 ± 69,6  
VM 2549,8 ± 59,3  2413,9 ± 57,1  

P 2185,2 ± 53,7**  2565,0 ± 54,0  
RM 2711,2 ± 46,3  2679,7 ± 47,6  

Cutina   

VI 1567,5 ± 43,6  1563,0 ± 46,7  
VM 1812,5 ± 42,1  1617,0 ± 38,2 * 

P 1533,8 ± 37,7**  1764,6 ± 37,2  
RM 1896,7 ± 32,4  1675,3 ± 29,8 ** 

Polisacáridos   

VI 556,1 ± 15,5**  739,6 ± 22,1  
VM 666,7 ± 15,5 ** 731,6 ± 17,3  

P 582,8 ± 14,3 ** 708,8 ± 14,9  
RM 711,2 ± 12,1 ** 855,9 ± 15,2  

Ceras   

VI 24,8 ± 0,7 ** 39,6 ± 1,2  
VM 66,9 ± 1,6 * 71,7 ± 1,7  

P 68,6 ± 1,7 ** 105,5 ± 2,2  
RM 103,3 ± 1,8 ** 148,5 ± 2,6  

Fenoles   

VI 29,7 ± 3,0  22,6 ± 5,0  
VM 22,0 ± 3,7  16,9 ± 2,7  

P 14,3 ± 2,2  21,4 ± 4,0  
RM 34,5 ± 3,3  26,2 ± 0,7 * 
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Como se ha mostrado anteriormente, se produjo un aumento significativo 
en los componentes lipídicos de las cutículas (ceras y cutina) de los frutos de 
tomate procedentes de las plantas transgénicas. El análisis cualitativo de 
dichos componentes se llevó a cabo en el material de verano mediante 
cromatografía de gases en colaboración con el Dr. Lukas Schreiber (Institute 
of Cellular and Molecular Botany, Bonn, Alemania).  

Las Figuras 2-14 y 2-15 muestran cómo la sobreexpresión del gen de 
petunia y, en mayor medida, la sobreexpresión del gen de petunia junto con  
el de gerbera, provocaron un aumento de la cantidad de ácidos grasos, 
alcoholes primarios, alcanos y aldehídos mientras que no se observaron 
diferencias en cuanto a la cantidad de esteroles y triterpenos entre los 
genotipos (Figura 2-14).  

En la Figura 2-15 se ve con más detalle qué compuestos son los que 
varían para cada tipo de ceras. La disminución observada en la cantidad de 
ácidos grasos en las cutículas de los frutos CHIox (Figura 2-14) fue debida a 
una menor acumulación de los compuestos C24, C30, C32 y C34 (Figura 2-
15) mientras que el aumento observado en las cutículas de CHI/FNSox se 
debe al aumento en mayor medida de los compuestos C30, C32 y C34. En el 
caso de los alcoholes primarios y de los aldehídos, el aumento observado en 
las cutículas CHI/FNSox fue debido principalmente a los compuestos C32 
mientras que, en el grupo de los alcanos, son los compuestos C31 los 
responsables del aumento en dichas cutículas. Con respecto a los esteroles, 
cabe destacar que las cutículas pertenecientes a los frutos de las plantas que 
sobreexpresan el gen PhCHI presentaron β-sitosterol a diferencia de los otros 
dos genotipos, donde dicho compuesto no estuvo presente. En cuanto a los 
tripterpenos, el lanosterol estuvo presente sólo en las cutículas de los frutos 
transgénicos. 
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Figura 2-14. Composición cualitativa de las ceras de la cutícula de frutos rojo maduro 
procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en 
verano. Se analizaron los tipos de ceras (A) y las longitudes de cadena de los diferentes tipos 
de ceras (B) en cutículas Los valores se expresan en µg·cm-2. Los datos se presentan como 
medias ± SE.  

 
Figura 2-15. Composición cualitativa de los distintos tipos de ceras de la cutícula de frutos 
rojo maduro procedentes de plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox 
cultivadas en verano. Los valores se expresan en µg·cm-2. Los datos se presentan como 
medias ± SE. 
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Con respecto a la composición de la matriz de cutina, la sobreexpresión 
del gen de petunia provocó un aumento en la cantidad total de ácidos grasos 
(medida en µg·cm-2), aproximadamente de 1,5 veces la cantidad de ácidos 
presentes en el control MM, mientras que la sobreexpresión de ambos genes, 
PhCHI y GhFNS, provocó un aumento de 1,2 veces la cantidad observada en 
el control. El aumento observado en las cutinas CHIox fue debido al aumento 
de los ácidos aromáticos (cis-cumárico y benzoico) y de los ácidos C16 (w-
OH, 9,10-diOH y 10,16-di-OH). Por el contrario, en estas muestras la 
cantidad de ácido C18 9,10 18-tri-OH se vio reducida a más de la mitad de lo 
observado en el control. En el caso del aumento observado en la cantidad 
total de ácidos de los frutos CHI/FNSox fue debido al aumento en las 
cantidades del ácido cis-cumárico y del C18 9,10-epoxi-18-OH, donde los 
valores de éste último fueron el doble de los valores observados en MM 
control. La cantidad de los ácidos trans-cumárico y C18 9,10,18-tri-OH se 
vio reducida a la mitad en los frutos CHI/FNSox con respecto al control 
(Figura 2-16). 

 
Figura 2-16. Composición cualitativa de la cutina de frutos rojo maduro procedentes de 
plantas MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. Los 
valores se expresan en µg·cm-2. Los datos se presentan como medias ± SE.  

La sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS provocó un 
aumento del índice de esterificación de la cutina en los estadios P y RM. En 
los estadios iniciales del desarrollo en los cuales se produce el crecimiento 
del fruto, se observó un mayor índice de esterificación en las plantas 
transgénicas aunque sin llegar a ser estas diferencias significativas (Figura 2-
17). 
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Figura 2-17. Índice de esterificación de la cutina aislada de frutos en cuatro 
estadios del desarrollo procedentes de plantas cultivadas en verano de MM 
control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. VI: verde inmaduro, VM: 
verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias 
± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre genotipos para 
un mismo estadio (p ≤ 0,05). 

Para el estudio de las propiedades mecánicas de la cutícula durante el 
desarrollo del fruto de tomate se realizaron los correspondientes ensayos de 
fluencia. La Tabla 2-6 muestra los valores de los diferentes parámetros 
biomecánicos obtenidos en este estudio. En los diferentes estadios del 
desarrollo y la maduración del fruto se observaron diferencias significativas 
en cuanto a las propiedades mecánicas entre los genotipos estudiados en los 
parámetros de módulo elástico, esfuerzo de cedencia y fractura de la cutícula. 
Con relación a la rigidez de las cutículas aisladas, desde el inicio de 
desarrollo y hasta el final de la maduración del fruto, las cutículas de MM 
fueron las que presentaron los valores más altos. Si bien en los estadios VM y 
P las cutículas de los frutos CHI/FNSox también presentaron junto con las de 
MM estos valores más altos, en el estadio RM presentaron los valores de 
rigidez más bajos junto con las cutículas de los frutos CHIox. En cuanto a la 
deformación de cedencia, sólo en RM se observó que las cutículas MM 
presentaron un valor significativamente inferior con respecto a los genotipos 
transgénicos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre 
los genotipos en cuanto a deformación máxima. Los valores de esfuerzo de 
cedencia y de fractura, desde el estadio VI hasta pintón variaron de manera 
que las diferencias iniciales observadas (MM mostró los valores más altos) se 
perdieron al alcanzar el estadio P, llegando a no haber diferencias 
significativas entre los genotipos. Sin embargo, en el estadio RM volvieron a 
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mostrar diferencias y, así MM presentó de nuevo los valores más altos 
seguido de CHIox y CHI/FNSox.  

Tabla 2-6. Parámetros biomecánicos de las cutículas aisladas de frutos en cuatro estadios 
de desarrollo procedentes de plantas de MM control y plantas homocigotas CHIox y 
CHI/FNSox cultivadas en verano. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, 
RM: rojo maduro. Los valores del módulo elástico y los esfuerzos de cedencia y fractura 
se expresan en MPa. La deformación de cedencia y máxima como porcentaje. Los datos 
se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas 
entre genotipos para un mismo estadio (p ≤ 0,05).  

 MM CHIox CHI/FNSox 
Módulo elástico 

VI 551,7 ± 38,0 a  431,6 ± 49,7 ab 344,4 ± 50,1 b 
VM 708,7 ± 31,8 a 418,1 ± 33,8 b 757,6 ± 74,8 a 

P 1052,9 ± 84,6 a 564,5 ± 89,3 b 1014,7 ± 35,6 a 
RM 1110,7 ± 57,1 a 706,3 ± 62,1 b 707,7 ± 49,5 b 

Esfuerzo de cedencia 

VI 45,8 ± 3,1 a 21,3 ± 1,6 b 22,1 ± 0,0 b 
VM 19,1 ± 1,7 ab 16,5 ± 1,5 b 24,0 ± 1,1 a 

P 35,9 ± 2,5 a 28,0 ± 3,5 a 36,1 ± 1,4 a 
RM 25,4 ± 0,01 a 23,8 ± 0,7 ab 19,9 ± 1,9 b 

Deformación de cedencia 
VI 8,9 ± 0,9 a  4,9 ± 0,8 a  6,9 ± 1,3 a 

VM 2,7 ± 0,2 a 4,3 ± 0,4 a 3,3 ± 0,2 a 
P 3,5 ± 0,2 a 5,3 ± 1,0 a 3,6 ± 0,1 a 

RM 2,3 ± 0,2 b 3,7 ± 0,5 a 3,5 ± 0,2 a 
Esfuerzo de fractura 

VI 57,3 ± 2,8 a 29,4 ± 0,0 b 33,2 ± 3,2 b 
VM 43,4 ± 3,5 a 30,1 ± 2,9 b 50,6 ± 1,6 a 

P 68,7 ± 4,9 a 59,0 ± 3,5 a 66,1 ± 2,3 a 
RM 71,3 ± 9,5 a 57,4 ± 2,0 b 45,8 ± 2,4 b 

Deformación máxima 

VI 12,6 ± 1,4 a 8,4 ± 1,3 a 12,9 ± 0,9 a 
VM 11,2 ± 1,8 a 12,1 ± 1,8 a 14,9 ± 1,6 a 

P 12,6 ± 1,5 a 18,2 ± 2,3 a 16,1 ± 1,4 a 
RM 13,3 ± 1,9 a 17,1 ± 1,6 a 13,1 ± 1,8 a 
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VI. Expresión génica 

Una vez caracterizado el epicarpo de los frutos de tomate CHIox y 
CHI/FNSox con respecto a su control y viendo las diferencias en cuanto a 
características morfológicas, composición de la cutícula y las diferencias en 
las propiedades mecánicas se decidió realizar un estudio de la expresión de 
una serie de genes clave en la síntesis de la cutícula y de la síntesis de los 
flavonoides (Figuras 2-18, 2-19, 2-20). Para ello se midió la cantidad relativa 
de ARNm (CR) de los genes seleccionados mediante RT-PCR. Con dicho 
análisis se determinó que la sobreexpresión tanto del gen PhCHI como la de 
PhCHI junto con GhFNS afectaron a la expresión de los genes seleccionados 
en la CR y en el patrón de expresión.  

La Figura 2-18 muestra la expresión de los genes de la ruta de síntesis de 
flavonoides seleccionados. Con respecto a los genes PAL, se seleccionaron 
PAL4, PAL5 y PAL6, para su estudio. Los genes PAL4 y PAL5 están 
descritos en la bibliografía como genes que se expresan en fruto durante la 
maduración (Bovy et al., 2002; Adato et al, 2009). El gen PAL6 se escogió a 
partir de los resultados de un análisis de microarray realizado por nuestro 
grupo empleando la micromatriz de ADNc TOM2 en estadios iniciales del 
desarrollo del fruto de tomate (datos no publicados). En cuanto a los genes 
CHS se seleccionaron CHS1 y CHS2 debido al aumento significativo de la 
expresión durante la maduración, concretamente en el estadio pintón 
(Ballester et al., 2010; España et al., 2014b).  

Tanto las plantas CHIox y CHI/FNSox como sus correspondientes 
controles MM presentaron los niveles más altos de CR de ARNm en los 
genes CHS2 y CHS1 en el estadio pintón, aunque, estos niveles fueron 
inferiores a los observados en el control, sobre todo en el caso de la expresión 
de CHS1 del epicarpo de frutos CHIox donde la CR de ARNm medida fue la 
mitad con respecto al control. Tanto en CHS2 como CHS1 se observó un 
cambio en el patrón de expresión entre los estadios VI y VM. En el caso de 
MM se observó un ligero descenso en la expresión de CHS2 en VM, sin 
embargo, en CHIox se observó en este estadio un aumento de tres veces la 
CR de ARNm medida en VI. En cambio, en el caso de CHI/FNSox los 
valores medidos en VI y VM fueron similares. Estas variaciones en el patrón 
de expersión se vieron también en CHS1 a excepción de los valores 
observados en el estadio VM en MM que fueron en este caso la mitad de los 
medidos en VI.  
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La sobreexpresión del gen PhCHI afectó a la expresión de PAL6 en los 
estadios VM y RM de manera que la CR de ARNm de dicho gen en los frutos 
transgénicos se vio reducida con respecto al control, en el estadio VM a la 
mitad y en el estadio RM esta reducción alcanzó valores de 16 veces 
inferiores. En cambio, la sobreexpresión del gen PhCHI junto con GhFNS 
provocó un aumento con respecto a MM en la CR en el estadio pintón 
(aproximadamente 14 veces más) y en rojo maduro (valores en torno a 4 
veces superiores). La expresión del gen PAL5 se vio afectada tanto en los 

Figura 2-18. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm de los genes del metabolismo de los 
fenoles CHS1, CHS2, PAL4, PAL5, PAL6 
medidos en epicarpo de frutos en cuatro 
estadios del desarrollo procedentes de 
plantas MM control y plantas homocigotas 
CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, 
P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 
presentan como medias ± SE. 
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frutos CHIox, en los estadios VM y RM, como en los frutos CHI/FNSox 
durante todo el desarrollo. En el caso de los frutos CHIox en VM y RM se 
produjo una disminución de la cantidad relativa en torno al 50 y 75% 
respectivamente con respecto a los frutos MM. En el caso de los frutos 
CHI/FNSox la expresión del gen PAL5 se vio disminuida durante todo el 
desarrollo del fruto entre un 40% (en los estadios finales del desarrollo) y un 
80% (en los estadios iniciales) en comparación con MM. También se observó 
un cambio en el patrón de expresión entre los estadios VI y VM donde en las 
plantas transgénicas se observó una disminución de la expresión a diferencia 
de MM donde se observó un aumento. La expresión de PAL4 en el estadio VI 
fue menor en los frutos de las plantas transgénicas mientras que en los 
estadios VM y P se observó un aumento de dicha expresión con respecto al 
control, alcanzando en el estadio P una cantidad relativa hasta 3 veces 
superior a la de MM. En el estadio RM los frutos CHI/FNSox mostraron 
valores similares a MM mientras que CHIox mostraron una disminución de 
la expresión en torno al 30% con respecto a los otros dos genotipos 
estudiados. Estas variaciones en la expresión llevaron consigo cambios en el 
patrón de expresión durante el desarrollo.  

Con respecto a los genes estructurales relacionados con el metabolismo 
de la cutícula (Figura 2-19) no se observaron cambios en el patrón de 
expresión en la mayoría de los genes estudiados entre MM control y los 
frutos transgénicos salvo en el caso de CER1-like, ABCG32 y EST1. En 
CER1-like y ABCG32 el cambio en el patrón de expresión se dio entre los 
estadios VI y VM mientras que en el caso de EST1 en MM y CHIox la CR 
de ARNm medida en el estadio VM disminuyó con respecto a los estadios 
VI y P. En cambio, en los frutos CHI/FNSox la expresión en estos estadios 
se mantuvo más o menos constante y en RM se observó una disminución. 
En cuanto a la expresión de CUS1, ésta se vio afectada por la 
sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS en los estadios VI y 
VM disminuyendo en las plantas transgénicas con respecto al control, 
siendo dicha disminución más acusada en el caso de los frutos CHI/FNSox.  
La expresión del gen GDSL también se vio reducida en el estadio VI en las 
plantas transgénicas, no habiendo diferencia entre los dos genotipos de 
sobreexpresión. En el estadio VM, sin embargo, la expresión en los frutos 
CHIox se redujo con respecto a MM mientras que en los frutos CHI/FNSox 
hubo un aumento de dicha expresión. Por el contrario, en el caso del gen 
CYP86A69 la disminución de la expresión en los genotipos transgénicos se 
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dio en VM mientras que en VI la expresión en los frutos CHIox aumentó 
con respecto a los otros dos genotipos. En ninguno de estos tres genes 
(CUS1, GDSL y CYP86A69) se detectó expresión en los estadios P y RM. 
La sobreexpresión de GhFNS junto con PhCHI modificó la expresión de 
CYP86A68 durante todo el desarrollo. En los estadios iniciales provocó una 
disminución del transcrito con respecto a MM y CHIox, en cambio, en los 
estadios P y RM se observó un aumento. En el estadio pintón los niveles de 
CYP86A68 fueron similares entre las plantas transgénicas.  

Por otro lado, los frutos CHIox en el estadio VI mostraron una 
disminución de la expresión de CER6 con respecto MM. Sin embargo, en 
los estadios VM y P no se encontraron diferencias con respecto al control. 
En el estadio RM dichos frutos fueron los que presentaron los niveles más 
altos de expresión (aproximadamente el doble que el control). En cambio, la 
sobreexpresión de PhCHI/GhFNS llevó consigo una reducción de la 
expresión de CER6 durante todo el desarrollo, siendo esta disminución más 
acusada en el estadio VI, donde los niveles de expresión del gen fue la 
mitad que los de MM. La expresión del gen CER1-like se vio afectada tanto 
por la sobreexpresión del gen de petunia como por la sobreexpresión de los 
genes de petunia y gerbera conjuntamente, donde en los estadios VI y P se 
observó una disminución gradual de la cantidad relativa de ARNm medida 
de tal manera que los frutos MM presentaron los valores más altos, CHIox 
valores intermedios y CHI/FNSox mostraron los valores más bajos. En el 
estadio VM, la expresión del gen CER1-like en los frutos CHIox aumentó 
con respecto a los otros dos genotipos, los cuales mostraron valores 
similares. En el estadio RM no se vieron diferencias en cuanto a la 
expresión de CER1-like entre los genotipos.  

La expresión del gen que codifica para el transportador ABCG32 se vio 
afectada de manera que en el estadio VI las plantas transgénicas presentaron 
niveles más altos que MM siendo dicho aumento más notable en el caso de 
la sobreexpresión de PhCHI cuyos niveles de expresión toma valores de 
más del doble del control. En cambio, en el estadio VM la sobrexpresión de 
los genes conllevó una disminución de ABCG32 de manera gradual. Así 
MM presentó los niveles más altos, CHI/FNSox los más bajos y CHIox 
presentó valores intermedios.  

Las modificaciones en cuanto a la expresión del gen BODYGUARD 
(BDG1) en los frutos transgénicos con respecto al control MM fueron 
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equivalentes a las observadas en el gen CER6 en los estadios VI, VM y P. 
Así, los frutos CHI/FNSox vieron reducida su expresión con respecto a MM 
en los estadios VI, VM y P mientras que los frutos CHIox sólo vieron 
reducida su expresión en el estadio VI. Cabe destacar que los niveles de 
expresión en VI de CHI/FNSox se redujo en más del 50% con respecto al 
control. En RM todos presentaron niveles similares de dicho gen. 

En el caso de la expresión del gen ESTERASA1 la sobreexpresión de 
PhCHI y de PhCHI/GhFNS afectaron de manera contraria. Así, en los 
estadios VI y P los frutos CHIox aumentaron su expresión con respecto a 
los frutos CHI/FNSox, siendo dicho aumento de más del 50%. En cambio, 
en el estadio VM los frutos CHI/FNSox fueron los que presentaron los 
valores más altos en comparación con CHIox. En este caso el aumento fue 
mucho menor (~30%).  

Los factores de transcripción que regulan las rutas de síntesis de la 
cutícula y flavonoides también se vieron afectados por la sobreexpresión de 
los genes de petunia y gerbera (Figura 2-20). La sobreexpresión conjunta de 
los genes PhCHI y GhFNS tuvo asociada los cambios más fuertes en la 
expresión de dichos factores de transcripción. Así, podemos ver en la Figura 
2-22 que el descenso que se produjo en los niveles de expresión en los 
estadios VI y VM fue de más del 50%. Por otro lado, la expresión en el 
estadio P de los genes SHN1 y CD2 se vio incrementada con respecto a los 
otros dos genotipos, siendo dicho aumento en el caso de CD2 mucho más 
acusado (aproximadamente 3 veces más). Con respecto a la expresión de 
MYB12 los frutos CHI/FNSox son los que toman los valores más bajos de 
expresión. Esta reducción en la expresión fue mayor en los estadios VM y 
P. Por último, cabe destacar el aumento que se observó en la expresión de 
MYB41 en CHI/FNSox. A pesar de tomar unos valores de CR de ARNm 
muy bajos, dicho los niveles de expresión se incrementaron en todos los 
estadios del desarrollo del fruto (siendo dicho incremento de hasta 18 veces 
en el caso de P). 
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Figura 2-19. Cantidad relativa (CR) de ARNm 
de genes estructurales relacionados con la 
cutícula medidos en epicarpo de frutos frutos 
en cuatro estadios del desarrollo procedentes de 
plantas MM control y plantas homocigotas 
CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, 
P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 
presentan como medias ± SE. 
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Figura 2-20. Cantidad relativa (CR) de ARNm de factores de transcripción relacionados con 
la cutícula y flavonoides medidos en epicarpo de frutos recolectados en cuatro estadios del 
desarrollo y procedentes de MM, CHIox y CHI/FNSox. VI: verde inmaduro, VM: verde 
maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se presentan como medias ± SE 
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V. Fase vegetativa 

Durante el cultivo se observó que las plantas genéticamente modificadas 
mostraban diferencias en algunos aspectos fenotípicos con respecto a las 
plantas MM control como por ejemplo diferencias en la altura de las plantas, 
tamaño de las hojas o de las flores, por lo que se decidió estudiar el efecto 
que tiene la sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS en la fase 
vegetativa de la planta (Figura 2-21). La altura de las plantas se midió en la 
fase inicial de la producción y se observó cómo las plantas transgénicas 
presentaron una menor altura que las plantas MM control, siendo el caso de 
CHI/FNSox las que mostraron los valores más bajos. El efecto que tiene la 
sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS sobre la superficie 
foliar se estudió en dos estadios de desarrollo de la hoja: H3 y H8. Las 
plantas CHI/FNSox presentaron una mayor superficie foliar desde el inicio 
del desarrollo con respecto a los otros dos genotipos estudiados. Este 
aumento fue más notable en la H8 las cuales aumentaron la superficie en 
torno a un 55% con respecto al control. En cuanto al tamaño de las flores se 
observó que las de las plantas CHIox fueron más pequeñas con respecto a las 
flores de CHI/FNSox y MM entre las cuales no se observaron diferencias 
notables. Estas diferencias se observaron tanto en el cultivo de verano como 
en el de invierno.  

 
Figura 2-21. Altura de plantas y superficie foliar de plantas MM control y plantas 
homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los datos se representan como medias ± SE. 
Las distintas letras indican diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
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En el estudio de MEB se observaron diferencias en cuanto al número de 
los diferentes tipos de células epidérmicas de la hoja (células del pavimento, 
estomas y tricomas) entre los distintos genotipos. Para estudiar las diferencias 
estadísticas se realizó el cálculo de la densidad para cada tipo celular (Figuras 
2-22, 2-23 y 2-24).  

En condiciones normales la densidad estomática del haz de las hojas de 
tomate es inferior a la del envés. La sobreexpresión de los genes estudiados 
no afectó a este carácter (Figura 2-22), sin embargo, al estudiar las 
microfotografías de MEB se observó un aumento de densidad estomática en 
las plantas genéticamente modificadas siendo este aumento más notable en la 
H8 donde en el caso del envés las plantas transgénicas mostraron el doble de 
estomas que el control y en el haz fue hasta 4 veces más.  

En cuanto al número de tricomas por unidad de superficie observado en 
nuestro estudio, la sobreexpresión de los genes hizo que dicha densidad 
disminuyese en el haz tanto de la H3 como de la H8 (Figura 2-23). Se vio una 
mayor disminución en las plantas que sobreexpresan PhCHI/GhFNS. En el 
envés de ambos estadios, se observó que las plantas CHI/FNSox presentaban 
una menor densidad de tricomas con respecto al control siendo sólo 
significativa en el caso de la H3, sin embargo, las plantas CHIox mostraron 
un aumento de dicha densidad.  
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Figura 2-22. Densidad de estomas presentes en el haz y envés de hojas en 
dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de MM control y 
plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. H3: tercera 
hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los 
datos se representan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas entre genotipos para cada estadio y cara de la hoja 
(p ≤ 0,05). 

 

 
Figura 2-23. Densidad de tricomas presentes en el haz y envés de hojas 
en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de MM 
control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en verano. 
H3: tercera hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde 
el ápice. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras 
indican diferencias significativas entre genotipos para cada estadio y cara 
de la hoja (p ≤ 0,05). 
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Con el objetivo de conocer si las diferencias o similitudes observadas en 
la densidad de estomas y tricomas se debían a una alteración de la ratio entre 
células del pavimento y células especializadas o simplemente respondía a 
cambios en el tamaño de las células del pavimento, se estimó la densidad de 
células del pavimento (Figura 2-24). Al igual que para los estomas y 
tricomas, el número de células del pavimento por unidad de superficie 
disminuyó a lo largo del desarrollo. En la tercera hoja sólo mostraron una 
disminución significativa las plantas CHI/FNSox, aproximadamente 1500 
células·mm-2 frente a unas 2100 que presentaron el control y las plantas 
CHIox. Por el contrario, en la hoja octava, tanto en el haz como en el envés, 
las plantas CHIox mostraron un aumento (1800 células·mm-2) de la densidad 
de células frente a los otros dos genotipos (1300 células·mm-2).  

A partir de estos valores se pudo calcular las ratios células 
pavimento/estomas y células pavimento/tricomas. Así, en la tercera hoja la 
ratio entre las células del pavimento y los estomas fue significativamente 
superior en MM seguidas de CHIox y las plantas CHI/FNSox mostraron los 
valores significativamente más bajos tanto para el haz (9,52 ± 0,15 a; 7,17 ± 
0,06 b; 5,88 ± 0,08 c. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) como 
para el envés (6,88 ± 0,09 a; 5,93 ± 0,13 b; 3,39 ± 0,08 c. MM, CHIox y 
CHI/FNSox, respectivamente). En el caso de la ratio células 
pavimento/tricomas, CHI/FNSox mostró valores significativamente 
superiores para el haz (16,13 ± 0,57 ab; 15,43 ± 0,56 b; 18,41 ± 0,69 a. MM, 
CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) y el envés (5,73 ± 0,14 b; 6,32 ± 0,37 
b; 8,62 ± 0,07 a. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente). En la hoja 
octava las se mantuvieron las diferencias significativas observadas en la hoja 
tercera tanto en el haz (8,58 ± 0,05 a; 9,81 ± 0,34 b; 7,24 ± 0,24 c. MM, 
CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) como en el envés (8,03 ± 0,22 a; 5,19 
± 0,09 b; 4,62 ± 0,09 c. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente). La 
ratio entre células pavimento y de los tricomas mostró diferencias 
significativas entre los diferentes genotipos para el haz (6,97 ±0,10 c; 15,75 ± 
0,26 b; 19,82 ± 0,63 a. MM, CHIox y CHI/FNSox, respectivamente) y para el 
envés (11,59 ± 0,47 b; 8,53 ± 0,12 c; 13,82 ± 0,34 a. MM, CHIox y 
CHI/FNSox, respectivamente).  
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Figura 2-24. Densidad de células del pavimento del haz y envés de 
hojas en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas de 
MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox cultivadas en 
verano. H3: tercera hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja 
contando desde el ápice. Los datos se presentan como medias ± SE. Las 
distintas letras indican diferencias significativas entre genotipos para 
cada estadio y cara de la hoja (p ≤ 0,05). 

La cantidad de agua en las hojas y el tallo se determinó mediante las 
medidas de peso fresco, peso seco y del contenido de agua en los diferentes 
tejidos (Figura 2-25). En cuanto a las medidas realizadas en hoja, las plantas 
MM presentaron un número significativamente inferior al de las plantas 
transgénicas, de las cuales, las plantas CHIox presentaron una menor 
cantidad de hojas que las CHI/FNSox sin llegar a ser estadísticamente 
diferente. Las medidas de peso seco de las plantas CHI/FNSox fueron las que 
tomaron los valores más bajos. Esta disminución unida a que fueron las 
plantas que mostraron un mayor número de hojas por planta hacen que no 
haya diferencia en el contenido de agua total. Con respecto al tallo, sólo se 
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de contenido de agua, 
siendo las plantas genéticamente modificadas las que presentaron los valores 
más bajos.  
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Figura 2-25. Peso fresco y seco y 
contenido de agua de hoja y tallo de 
plantas de MM control y plantas 
homocigotas CHIox y CHI/FNSox 
cultivadas en verano. Se incluye 
también el número de hojas por 
planta. Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras 
indican diferencias significativas 
(p ≤ 0,05). 
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DISCUSIÓN 

Relación entre la ruta de los flavonoides y el desarrollo y la calidad del 
fruto 

La modificación de la ruta de biosíntesis de los flavonoides afectó a la 
maduración y a diferentes parámetros que determinan la calidad del fruto. 
Con respecto a la maduración, se vio cómo la sobreexpresión tanto de PhCHI 
como la de PhCHI junto con GhFNS, afectó a dicho proceso de manera que 
en ambos casos se vio adelantado. Estudios realizados en diferentes especies 
(manzana, tomate o fresa), han demostrado cómo el ABA promueve la 
biosíntesis de antocianinas y compuestos fenólicos, aumenta la actividad de 
PAL, CHS y mejora la producción de etileno (fitohormona responsable de la 
maduración de los frutos y de la senescencia de los tejidos) (McGlasson et 
al., 1978; Jiang y Joyce, 2003; Mou et al., 2015). Además del papel 
regulador predominante del etileno, el ABA también tiene una función 
importante en el control de la maduración del fruto climatérico (Mou et al., 
2015). Puede actuar como un inductor en el inicio de la maduración 
desencadenando la expresión de genes independientes del etileno, tomando 
éste importancia en la regulación de etapas posteriores en la maduración 
(Zhang et al., 2009a, b). Un estudio realizado en tomate donde se llevó a 
cabo la supresión del gen que cataliza el primer paso de la ruta de biosíntesis 
del ácido abscísico (NCED1) provocó una disminución de la expresión de 
algunos genes de la pared celular relacionados con la maduración, como son 
poligalacturonasa, pectinmetilesterasa o xiloglucan-endotransglicosilasa, 
provocando un aumento en la vida útil del fruto (Sun et al., 2012). Por otro 
lado, en A. thaliana se han definido fenotipos semejantes entre los mutantes 
de aba y los mutantes de cutícula bdg y lacs2 donde las mutaciones llevaron 
consigo un aumento de la permeabilidad cuticular (L’Haridon et al., 2011). 
La pérdida de agua de los frutos es consecuencia de la respiración de los 
frutos y la difusión de moléculas de agua a través de la cutícula (Lara et al., 
2014). Pero no toda la pérdida de agua es atribuible a la cutícula ya que otros 
aspectos como la madurez de los frutos, las condiciones ambientales o la 
firmeza de sus paredes celulares también contribuyen a la misma. De esta 
manera, el adelanto en la maduración de los frutos y el aumento del flujo de 
agua que se observó en la vida poscosecha con la modificación de la ruta de 
los flavonoides en el presente capítulo pudo ser debida a que la 
sobreexpresión de los genes de petunia y gerbera en tomate implicaría un 
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aumento de ABA y éste produciría bien la activación de la biosíntesis de 
etileno, bien la modificación de la expresión de algunos genes involucrados 
en la maduración del fruto o de la síntesis de cutícula.  

La dureza, además de estar relacionada con la vida poscosecha, es junto 
con el color uno de los caracteres más importantes en la calidad externa del 
fruto, ya que es el primer aspecto que los consumidores evalúan (Simonne et 
al., 2007). La sobreexpresión de PhCHI y PhCHI/GhFNS llevó asociado un 
cambio en el color del fruto virando su color al rosa (Figura 2-5). Este 
cambio en el color con respecto al rojo que presentaron los frutos MM se 
debió a una disminución de la luminosidad (L*), de la saturación (C*) y del 
tono (Hº). Así, en CHIox y CHI/FNSox las disminuciones de L* y C* del 
fruto completo se debieron a las disminuciones de estos parámetros bien de la 
cutícula o bien del mesocarpo. En el caso de las variaciones en cuanto al 
tono, valores más bajos de Hº observados en el fruto indican un tono más 
rosa debido a la disminución de la cantidad de chalconaringenina (pigmento 
de color amarillo-anaranjado) por el desplazamiento de la ruta hacia las 
flavanonas y flavonas de manera similar a lo que ocurre en los frutos que 
tienen silenciado el gen CHS (España, 2012). El agrietado es otro de los 
caracteres importantes en cuanto a la calidad externa del fruto se refiere que 
es evaluado por los consumidores. En el agrietado influyen tanto la cantidad 
de cutícula como de fenoles ya que modifican las propiedades mecánicas de 
la cutícula (Domínguez et al., 2009; Domínguez et al., 2012; España, 2012). 
En nuestro caso, las plantas transgénicas presentaron mayor agrietado que las 
plantas control, siendo las CHI/FNSox las que presentaron un mayor índice y 
severidad. Los frutos CHI/FNSox presentaron los valores más altos en cuanto 
a cantidad, grosor y grado de invaginación de la cutícula, sin embargo, fueron 
los que presentaron una menor cantidad de fenoles. De igual manera, frutos 
cuyas cutículas presentaron una disminución en cantidad de fenoles debido al 
silenciamiento del gen CHS presentaron un aumento notable del micro-
agrietado (España et al., 2012).  

Según la bibliografía, la calidad interna del fruto, concretamente el sabor, 
puede venir determinado por el cultivar considerado, el grado de madurez y 
las condiciones ambientales (Tandon, 2000; Gautier et al., 2008). Con 
respecto a las condiciones ambientales, hay trabajos realizados en tomate 
donde se estudió la variación de la calidad interna del fruto con la radiación 
solar (Gautier et al., 2008; España, 2012). En estos estudios se observó una 
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disminución de los flavonoides y un aumento del ácido cafeico en los frutos 
madurados en oscuridad. Además, se relacionó el aumento de la acidez en los 
frutos tapados con la acumulación de precursores en la ruta de síntesis de los 
flavonoides, los ácidos cinámicos (cafeico, ferúlico y el p-cumárico), que 
tendría lugar por la inhibición parcial de esta ruta en respuesta a la oscuridad. 
Por otro lado, Adato et al. (2009) identificaron y cuantificaron en la piel de 
frutos transgénicos 35S:amiR-SlMYB12 y en frutos ‘Ailsa Craig’ con la 
mutación y varios componentes como la chalconaringenina y el ácido di-
cafeoilquínico III. Así, en los genotipos con una disminución parcial (frutos 
35S:amiR-SlMYB12) o total (mutante y) de la cantidad de chalconaringenina 
también se observó un aumento del ácido di-cafeoilquínico III comparado 
con el silvestre ‘Ailsa Craig’. Estos resultados concuerdan con los resultados 
obtenidos en este trabajo que indicaron un aumento de acidez en los 
genotipos CHIox y CHI/FNSox los cuales presentaron una menor cantidad de 
chalconaringenina con respecto a MM. 

La relación entre la fertilidad del polen y los flavonoides la establecieron 
por primera vez Coe et al. en 1981 en maíz. Análisis posteriores de mutantes 
de CHS en maíz y petunia revelaron que el polen deficiente en flavonoides, 
aunque viable, no produjo un tubo polínico funcional (Mo et al.,1992; Taylor 
y Grotewold, 2005). Por otro lado, estudios realizados en mutantes tt4 de A. 
thaliana (mutantes del gen CHS deficientes en flavonoides) mostraron que 
estas plantas eran fértiles, aunque vieron reducido la cantidad de semillas 
producidas y la germinación in vitro del polen (Ylstra et al., 1996; Kim et al., 
1996; Taylor y Grotewold, 2005). Al igual ocurre en nuestro trabajo, donde 
se observó una disminución en la cantidad y viabilidad de polen y en la 
cantidad de semillas en las plantas que tienen modificada genéticamente la 
ruta de los flavonoides.  

La modificación de la ruta de biosíntesis de flavonoides afectó al tamaño 
celular 

La sobreexpresión de los genes de petunia y gerbera de forma conjunta 
llevó asociada un aumento del tamaño celular (tanto en área celular como en 
longitud tangencial de la célula, lo que implicó que las células presentasen 
una forma alargada) durante el desarrollo de fruto mientras que la 
sobreexpresión de PhCHI llevó asociada una reducción de la longitud 
tangencial y un aumento de la longitud radial de la célula lo cual determinó la 
forma redondeada que presentaron. Estas variaciones en el tamaño y la forma 



Interacción entre las rutas de síntesis de flavonoides y de cutícula 

 

156 

 

celular fueron compensadas con el número de células por unidad de 
superficie lo cual provocó que el tamaño final del fruto no se viese afectado. 
En la hoja se observó un comportamiento similar, de manera que las plantas 
CHI/FNSox presentaron una menor densidad de células del pavimento 
mientras que CHIox mostraron una mayor densidad durante todo el 
desarrollo del fruto. Además, CHI/FNSox presentó una mayor superficie 
foliar y un mayor número de hojas por planta y CHIox tuvo unas flores de 
menor tamaño.  

España et al. (2014b) ya observaron en tomate un menor tamaño de las 
células del epicarpo tras el silenciamiento transitorio durante la maduración 
de la CHS pudiendo establecer una relación entre la reducción drástica de la 
síntesis de flavonoides con la disminución del tamaño celular. En la 
bibliografía se encuentran varios trabajos en los cuales se ha establecido una 
asociación entre los flavonoides y el tamaño celular y de órganos, postulando 
la posibilidad de que dichos compuestos intervengan en la regulación del 
tamaño celular mediado por auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont et al., 
2010). Además, es conocido cómo diversos flavonoides, entre ellos la 
quercetina y el kaempferol, pueden modular el transporte polar de auxinas in 
vivo (Murphy et al., 2000; Brown et al., 2001; Buer y Muday, 2004; Peer y 
Murphy, 2007; Buer et al., 2013). Las auxinas son sustancias orgánicas que 
promueven la división y elongación celular bien a través de la inducción de 
enzimas hidrolíticas que rompen la pared celular (Rayle y Cleland, 1992) o 
bien induciendo el complejo TARGET OF RAPAMYCIN (TOR) (Henriques 
et al., 2014). TOR es una proteína kinasa altamente conservada que está 
presente en levaduras, animales y plantas (Bögre et al., 2013). En levaduras y 
mamíferos, TOR forma parte de dos complejos multiproteicos, TORC1 y 
TORC2, pero en plantas sólo se han identificado los componentes del 
complejo TORC1 (John et al., 2011; Henriques et al., 2014). Recientemente 
se ha ligado el complejo TOR en plantas con las rutas de señalización 
hormonal y por nutrientes en el control del crecimiento y desarrollo (Bögre et 
al., 2013; Henriques et al., 2014). De esta manera, el incremento en la 
cantidad de quercetina y kaempferol en el fruto de tomate a consecuencia de 
la sobreexpresión de PhCHI podría llevar consigo la inhibición del transporte 
polar de auxinas y consecuentemente, bien se reduciría la extensibilidad de 
las paredes celulares, lo que implicaría una menor elongación celular y un 
menor crecimiento del órgano en cuestión bien afectaría a la regulación del 
complejo TOR reduciendo la división y elongación celular. Sin embargo, los 
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frutos CHI/FNSox mostraron un comportamiento contrario, presentando en 
general un aumento del tamaño celular y del órgano, a excepción de la altura 
de la planta. Esto podría ser como ya se ha visto en el mutante rol-1 de A. 
thaliana (Ringli et al., 2008) que la modificación en el tamaño y la forma 
celular asociada a cambios en el perfil de flavonoles estuviese regulado por 
un mecanismo independiente al de las auxinas. Por otro lado, hay estudios 
realizados en mutantes de A. thaliana que han demostrado la alteración de las 
densidades tanto de estomas como de tricomas pueden resultar de la 
modificación en la biosíntesis de ceras cuticulares o en los flavonoides, 
sugiriendo así que la variación de la estructura y/o fisiología de la cutícula 
induce fenotipos secundarios (Gray et al., 2000; Johnson et al., 2002; Chen et 
al., 2003; Kang et al., 2014; Yang et al., 2011; Nadakuduti et al., 2012). En 
nuestro estudio se observó un aumento en cuanto a cantidad de ceras 
presentes en la cutícula del fruto con la modificación de la ruta de los 
flavonoides. De manera similar, podría estar pasando en la hoja y así, una 
modificación en las ceras de la cutícula de la hoja podría explicar también las 
variaciones en cuanto a las células epidérmicas. 

La sobreexpresión de PhCHI y GhFNS afectó a la composición y 
propiedades de la cutícula del fruto 

La cutícula del fruto de tomate se vio afectada por la sobreexpresión de 
los genes de petunia y gerbera en cuanto a la morfología y composición 
química, que a su vez se asociaron con cambios en las propiedades 
mecánicas. En cuanto a los cambios en la morfología, se observó que la 
sobreexpresión génica aumentó el grosor y el grado de invaginación de la 
cutícula, siendo dicho aumento mayor en el caso de CHI/FNSox. Estos 
resultados son contrarios a los obtenidos en un estudio en tomates con la ruta 
de flavonoides modificada por el silenciamiento mediado por virus del gen 
CHS. En este estudio no se observaron diferencias en cuanto a grosor entre 
las cutículas de frutos silenciados y de no silenciados y el grado de 
invaginación se vio reducido en los frutos donde los niveles de fenoles eran 
menores (España et al., 2014b). Esto puede estar justificado ya que el 
silenciamiento llevado a cabo por virus se realizó en un estadio avanzado del 
desarrollo a diferencia del caso de la sobreexpresión de los genes de petunia 
y gerbera, donde la modificación de la ruta está desde el inicio del desarrollo.  

En el estudio de la cantidad de cutícula y de sus componentes se 
observaron diferencias entre las dos temporadas en las que se recolectó 
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material. La disminución observada en las cantidades de la cutícula y de sus 
componentes en la temporada de invierno con respecto a las observadas en 
verano eran las esperadas por el efecto de la menor radiación solar en la 
temporada de invierno (Domínguez et al., 2012). En ambas temporadas se 
observó un aumento tanto en la cantidad de cutícula como de sus 
componentes, cutina, polisacáridos y ceras en las plantas transgénicas con 
respecto a su control. Estudios previos en los que se disminuyó la cantidad de 
fenoles en la cutícula mediante diferentes métodos no mostraron una relación 
entre la cantidad de fenoles y la cutícula o sus componentes (España et al., 
2012; España et al., 2014b). Sin embargo, en otro estudio realizado con 
mutantes tt4 y tt5 de A. thaliana mostraron variaciones en cuanto a la 
cantidad de ceras con respecto al silvestre. TT4 es un gen codificante para 
CHALCONA SINTASA y TT5 codifica para CHALCONA ISOMERASA. 
En los mutantes tt5 se observó una disminución del 75% en la cantidad de 
ceras con respecto al silvestre mientras que en los mutantes tt4 o en los que 
portaban tanto la mutación tt4 como tt5 se observaron valores similares al 
silvestre en cuanto a cantidad de ceras. Por tanto, se concluyó que la 
acumulación de chalconaringenina debida a la mutación tt5 era la responsable 
de la reducción de las ceras cuticulares (Bird et al., 2013, comunicación a 
congreso). Estos resultados concuerdan con los mostrados en el presente 
capítulo, donde la sobreexpresión de los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS hace 
disminuir de manera notable la cantidad de chalconaringenina en la piel del 
fruto pudiendo estar relacionada esta disminución con el aumento en la 
cantidad de ceras en cutícula. En el estudio llevado a cabo por España et al. 
(2014b) se observó una disminución de todos los componentes cuticulares en 
los frutos silenciados con respecto a los no silenciados, de manera paralela, 
en nuestro estudio se observó un aumento de dichos componentes en los 
frutos CHIox y CHI/FNSox. Por tanto, podemos pensar que la variación en la 
cantidad de chalconaringenina podría afectar no sólo a la acumulación de 
ceras, como ya apuntaron Bird et al. (2013), sino que también afectaría a la 
acumulación de los otros componentes cuticulares (cutina y polisacáridos) y 
por tanto a la cantidad total de cutícula. El aumento observado en el índice de 
esterificación de las cutinas de estadios P y RM en los frutos que 
sobreexpresan los genes PhCHI y PhCHI/GhFNS se debe a la correlación 
negativa descrita entre la cantidad de compuestos fenólicos incorporados 
durante el periodo de maduración del fruto y el grado de esterificación de la 
cutina (España et al., 2014). 
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Como ya se ha comprobado en otros estudios realizados en tomate con 
variaciones en cantidad de flavonoides, las diferencias en la composición de 
la cutícula llevaron relacionados cambios en las propiedades biomecánicas 
(Bargel y Neinhuis, 2004; Saladié et al., 2007; Adato et al., 2009; 
Domínguez et al., 2009). Estos estudios tienen en común la disminución en la 
cantidad de fenoles, sin embargo, difieren en la cantidad de los demás 
componentes que conforman la cutícula. En ellos se observó una 
modificación en el módulo elástico que determina la rigidez de la cutícula, el 
esfuerzo de fractura, la deformación máxima y/o la pendiente de la fase 
viscoelástica que determina la capacidad de deformación de la cutícula. En el 
caso de la sobreexpresión de PhCHI y GhFNS se observó una diminución de 
la rigidez durante todo el desarrollo del fruto además en los estadios VM, P y 
RM se alargó tanto la fase elástica como la viscoelástica y aumentó la 
deformación máxima. La cutina es el principal responsable del 
comportamiento viscoelástico de la cutícula así, el aumento de la cantidad de 
este componente en los frutos transgénicos explicaría el aumento de la fase 
viscoelástica observada. Los polisacáridos y las ceras intracuticulares actúan 
modificando las propiedades mecánicas aumentando la rigidez y el esfuerzo 
de fractura (López-Casado et al., 2007; Petracek y Bukovac, 1995; Khanal et 
al., 2013; Tsubaki et al., 2013). Además, los polisacáridos alteran la fase 
elástica y diminuyen la deformación máxima. Por otro lado, se ha visto en 
tomate que los flavonoides son responsables de la longitud de la fase elástica, 
favorecen la rigidez y el esfuerzo de fractura y reducen la deformación 
máxima apuntando a que el efecto de los flavonoides es más significativo que 
el de los polisacáridos, a pesar de ser este compuesto más abundante, y las 
ceras (España, 2012). Por todo esto, la diminución observada en la rigidez y 
en el esfuerzo de fractura y el aumento de la deformación de las cutículas de 
los frutos transgénicos podrían atribuirse a la disminución de la cantidad de 
fenoles apoyando la idea de que estos compuestos tienen en el fruto de 
tomate un efecto más significativo que los polisacáridos y las ceras 
intracuticulares.  

La sobreexpresión de los genes PhCHI y GhFNS no afectó a la expresión 
de genes de la ruta de síntesis de la cutícula 

Una vez conocidas las diferencias en la composición de la cutícula y con 
el objetivo de saber cómo la sobreexpresión de los genes PhCHI y 
PhCHI/GhFNS afectó a la expresión génica de la ruta de biosíntesis de 
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flavonoides y de la ruta de síntesis de cutícula y poder establecer así una 
relación entre ellas se seleccionaron genes estructurales y factores de 
transcripción claves de ambas rutas y se midió su expresión. Los resultados 
en cuanto a la expresión de genes clave de la ruta de biosíntesis de los 
flavonoides mostraron una disminución en la expresión de CHS1, CHS2 y 
PAL5 en los frutos transgénicos con respecto al control MM. Sin embargo, 
los genes PAL6 y PAL4 mostraron un aumento considerable, sobre todo en el 
estadio pintón. Un análisis de Norther realizado a partir de la piel de frutos 
transformados con el gen PhCHI ya mostró bajos niveles de chi con respecto 
al control durante todo el desarrollo del fruto (Muir et al., 2001). Con estos 
resultados se postuló que el mecanismo regulador por el cual el ARNm CHI 
conlleva un aumento en la cantidad de flavonoides puede ser o bien porque la 
actividad de esta enzima representa el único paso limitante o bien porque el 
incremento del ARNm de CHI podría estar provocando cambios en la 
actividad de otras enzimas de la ruta (Burbulis y Winkel-Shirley, 1999; Muir 
et al., 2001). Esto último explicaría los cambios observados en la expresión 
génica. Además, la reducción en la expresión de los genes CHS se ajusta a la 
diminución de chalconaringenina observada en la piel de los frutos CHIox y 
en los CHI/FNSox (Muir et al., 2001; Schijlen et al., 2006).  

En relación a la expresión de los genes estructurales del metabolismo de la 
cutícula no se obtuvieron los resultados esperados conforme a las diferencias 
observadas en cuanto a cantidad de cutícula y de sus componentes. A pesar 
de que dichas cantidades aumentaron en los frutos transgénicos con respecto 
al control, no se vio un aumento en la expresión de los genes de síntesis. El 
análisis de expresión de los genes relacionados con la deposición de cutina 
CUS1 y GDSL determinó que son genes de estadios tempranos del desarrollo 
del fruto (VI y VM). Sin embargo, la modificación de la ruta de los 
flavonoides llevó asociada una disminución en la expresión de ambos genes 
en los frutos transgénicos con respecto al control, salvo en el estadio VM 
donde en los frutos CHI/FNSox aumentó levemente la expresión de GDSL. 
Por tanto, estos niveles de expresión no explicarían el aumento en la cantidad 
de cutina observada en los frutos modificados genéticamente. De igual modo, 
la expresión de BDG se vio reducida en los frutos de sobreexpresión con 
respecto al control MM. En el caso de CHIox sólo se observó reducción de la 
expresión en el estadio VI mientras que en CHI/FNSox la expresión se vio 
reducida desde el inicio del desarrollo hasta alcanzar el estadio P, siendo más 
notable en el estadio VI. Si bien la bibliografía apunta que BDG es un gen 
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relacionado con la biosíntesis de cutícula y deposición de cutina y cuya 
pérdida de función en A. thaliana lleva consigo un aumento en la cantidad de 
cutina y de ceras (Kurdyukov et al., 2006), aunque poco probable, la 
disminución de la expresión de este gen al inicio del desarrollo del fruto de 
tomate podría ser suficiente y estar relacionada de alguna manera con el 
aumento en cuanto a cutina y ceras se refiere. En cuanto a los genes CER6 y 
CER1-like relacionados con la composición de ceras cuticulares (Vogg et al., 
2004; Leide et al., 2007; Mintz-Oron et al., 2008) sólo se observó un 
aumento en la expresión en la cutícula de los frutos CHIox de CER6 en el 
estadio RM y de CER1-like en el estadio VM no pudiendo ser estos niveles 
los responsables del incremento de ceras observado durante todo el desarrollo 
en dicho genotipo. En el caso de las cutículas de los frutos CHI/FNSox la 
expresión de estos genes siempre se vio reducida, por lo tanto, debe haber 
otro gen responsable en tomate que justifique el aumento de las ceras 
cuticulares. Estudios relacionados con el silenciamiento de este transportador 
ABCG32/PEC1 en A. thaliana llevaron asociada una disminución en la 
cantidad de monómeros C16 afectando así la permeabilidad (Bessire et al., 
2011; Fabre et al., 2015). El aumento observado en el estadio VI de los frutos 
CHIox concuerda con los resultados del mutante de A. thaliana pec1 
justificando así el aumento de los monómeros C16 en fruto de tomate. Se 
podría pensar que al inicio del desarrollo hay una alta expresión y los 
transportadores quedan de reservorio durante el resto del desarrollo. Sin 
embargo, esto es difícil que esté ocurriendo en los frutos CHI/FNSox ya que 
el aumento en la expresión del transportador ABCG32 en las primeras etapas, 
aunque superior, no es tan diferente del control.  

En cuanto a los citocromos P450, CYP86A68 y CYP86A69, son genes 
implicados en la hidroxilación de ácidos grasos y por tanto la biosíntesis de 
cutina (Shi et al., 2013; Lashbrooke et al., 2015) CYP86A69 podría estar 
relacionado con el aumento en la cantidad de cutina en el estadio VI de los 
frutos CHIox mientras que el gen CYP86A68, sería el responsable de dicho 
aumento en los estadios P y RM. Sin embargo, no se puede establecer 
ninguna relación entre la cantidad de cutina y la expresión de estos genes en 
el estadio VM, lo cual junto con las pequeñas diferencias observadas en 
expresión hacen dudar de que dichos genes tengan un papel en la biosíntesis 
de cutina e hidroxilación de los ácidos grasos en el fruto de tomate. En 
cuanto a la expresión de EST1, a pesar de que su función no se conoce, se ha 
visto sobreexpresado en los frutos que presentan la mutación y durante la 



Interacción entre las rutas de síntesis de flavonoides y de cutícula 

 

162 

 

maduración (Adato et al., 2009). El patrón de expresión que presentaron MM 
y CHIox fue similar al de CHS2, a excepción del estadio P, que, aunque se da 
un aumento en los niveles de expresión, éste no es tan notable y toma valores 
similares a los del estadio VI. Por el contrario, los frutos CHI/FNSox 
presentaron un patrón de expresión diferente con respecto a los otros dso 
genotipos, donde los niveles de expresión se mantuvieron constantes durante 
todo el desarrollo y al llevar al estadio RM se observó una disminución.  

La reducción de los niveles de expresión de los factores de transcripción 
tipo AP2 implicados en la producción y deposición de ceras tampoco se 
pueden relacionar con el aumento en cantidad de estos compuestos en las 
cutículas de los frutos transgénicos. Esto puede deberse a que salvo SHN3 
que se encuentra en todos los órganos, los demás son específicos de otros 
tejidos y órganos como son flores, raíces anteras y silicuas. Además, la 
expresión los genes observada en este trabajo tampoco explicaría la 
elongación celular como se ha visto que ocurre en A. thaliana (Shi et al., 
2011). Por otro lado, la disminución en la expresión de SHN conlleva en A. 
thaliana fusión de órganos debido a una alteración en la cutícula y además 
una disminución en la cantidad de cutina. En tomate no se observó fusión de 
órganos y de manera contraria, se produjo un aumento en la cantidad de 
cutina. En cuanto al factores de transcripción CD2, está descrito que es 
específico de epidermis y relacionado con la biosíntesis de cutina (Isaacson et 
al., 2009, Nadakuduti et al., 2012; Giménez et al., 2015). Sin embargo, 
únicamente en el en el estadio P del fruto CHI/FNSox parecería que 
cumpliese dicha función.  

Con respecto a los factores de transcripción MYB habría que destacar la 
expresión de MYB41 siendo el único que presentó unos niveles de expresión 
acorde a las características de las plantas de sobreexpresión. Dicho gen está 
relacionado con las respuestas frente a un estrés presentando niveles bajos de 
expresión cuando dicho estrés no está presente (Cominelli et al., 2008). Por 
otro lado, se ha comprobado que la sobreexpresión de dicho gen en A. 
thaliana inducen cambios en el tamaño celular provocando incluso enanismo. 
Los resultados obtenidos mostraron un gran aumento en la expresión en los 
frutos CHI/FNSox. Este aumento en la expresión se puede deber a que la 
planta reconozca la variación en el perfil de flavonoides y los altos niveles de 
rutina, quercetina o luteolina los detecte como una señal de estrés, 
provocando así una respuesta. Además, la sobreexpresión de MYB41 estaría 
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implicado en los cambios en cuanto a altura de la planta, presentando 
CHI/FNSox los valores más bajos.  

 
 
 



 

 

 

 
  



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 3 
 

INFLUENCIA DEL 
NITRÓGENO EN LA SÍNTESIS 

DE CUTÍCULA Y EL 
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"La ciencia siempre vale la pena porque 
sus descubrimientos, tarde o temprano, 
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INTRODUCCIÓN 

El nitrógeno es uno de los nutrientes inorgánicos más importantes en las 
plantas, siendo un constituyente principal de ácidos nucleicos, proteínas, 
cofactores y metabolitos secundarios (Marschner, 1995; Iqbal et al., 2013). 
Afecta a todos los niveles de la planta, desde el metabolismo a la asignación 
de recursos, el crecimiento y el desarrollo (Crawford, 1995; Marschner, 
1995; Stitt y Krapp, 1999). El nitrógeno está disponible en el suelo en formas 
diversas y a menudo interconvertibles lo que, acompañado de la variedad de 
adaptaciones presentes en las plantas para optimizar su toma, hace que el 
estudio de la nutrición nitrogenada sea complejo (Näsholm et al., 2009). La 
mayor parte de los estudios de nutrición vegetal han estado enfocados en las 

formas inorgánicas, NO3
− y NH4

+, del nitrógeno, principalmente motivados 
por la presencia de nitrógeno inorgánico en muchos suelos de cultivo y por la 
abundancia de fertilizantes formulados con nitrógeno inorgánico (Näsholm et 
al., 2009). 

La intensificación de la agricultura en las últimas décadas no sólo ha 
favorecido el aumento de las cosechas, sino que ha ido acompañada de un 
gran incremento en el uso de fertilizantes, del 800% en el caso del nitrógeno 
(Foley et al., 2011). De modo general, se estima que sólo el 40-50% del 
nitrógeno aportado como fertilizante es incorporado por las plantas 
(Sylvester-Bradley y Kindred, 2009), el resto pasa al agua y a la atmósfera, 
causando problemas de contaminación serios como consecuencia de la 
eutrofización de aguas y suelos, así como del aumento de gases de efecto 
invernadero (Gruber y Galloway, 2008; Pretty, 2008). La agricultura depende 
actualmente en gran medida de la producción de fertilizantes nitrogenados 
procedentes de la fijación de N2 mediante el proceso de Haber-Bosch 
(Matson et al., 1997; Miller y Cramer, 2004). Se trata de un proceso 
energéticamente costoso ya que requiere elevadas condiciones de presión y 
temperatura. Todo ello ha conducido a una perturbación del ciclo global del 
nitrógeno que se considera la segunda causa del cambio climático global, 
sólo por detrás de la alteración del ciclo del carbono (Galloway et al., 2008). 
Es por ello que actualmente se considera necesaria la identificación de 
estrategias que conlleven la reducción del aporte de nitrógeno en agricultura 
sin comprometer la cantidad o calidad de las cosechas (Witcombe et al., 
2008; Robertson y Vitousek, 2009). 
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En el caso concreto del tomate, Pill et al. (1978) observaron que el 
crecimiento y desarrollo de las plantas fue superior cuando el suministro de 
nitrógeno se aportó principalmente en forma de nitrato en vez de amonio, 
quizá debido a la mayor movilidad en suelo del primero (Miller y Cramer, 
2004). El estudio de la tasa de absorción de nitrógeno a lo largo del ciclo de 
desarrollo de la planta de tomate mostró que sólo una parte del nitrógeno 
aportado en el abono era incorporada a la planta (Halbrooks y Wicox 1980; 
Bar-Yosef y Sagiv, 1982). Sin embargo, se observó que niveles altos de 
nitrógeno aumentaron la concentración de este elemento en hoja de tomate 
mientras que un aporte bajo disminuyó la cantidad de materia seca (Huett, 
1986; Dumas et al., 1993; Scholberg et al., 2000; Le Bot et al., 2001). Dumas 
et al. (1993) sugirieron una concentración de 6mM N como óptima para el 
crecimiento del tomate desde su germinación hasta la fase de floración. A 
pesar de ello, las recomendaciones generales de aporte de nitrógeno para el 
cultivo de tomate en invernadero siguen siendo a día de hoy entre 10 y 
15 mM N (Letard et al., 1995; Peet y Welles, 2005). 

En A. thaliana se ha observado que la modificación del aporte de 
nitrógeno tiene un efecto sobre diversos genes del metabolismo primario y 
secundario (Scheible et al., 2004) por lo que es posible que estas 
modificaciones en el desarrollo vegetativo desencadenen también cambios en 
el metabolismo del fruto de tomate (Bénard et al., 2009). Varios trabajos han 
abordado el estudio de la calidad del fruto de tomate cultivado con distintas 
concentraciones de nitrógeno, por ejemplo, no se han detectado diferencias 
en el color de los frutos como consecuencia de un aporte diferencial de 
nitrógeno (Kaniszewski et al., 1987; Warner et al., 2004; Simonne et al., 
2007; Bénard et al., 2009) pero sí se han descrito resultados variables con 
respecto a la firmeza del fruto (Kaniszewski et al., 1987; Wang et al., 2007; 
Bénard et al., 2009; Frías-Moreno et al., 2014). De igual manera, los datos 
publicados respecto a la cosecha obtenida con distintas concentraciones de 
nitrógeno mostraron un aumento significativo en algunos casos (Warner et 
al., 2004; Frías-Moreno et al., 2014) mientras que en otros no hubo 
diferencias (Bénard et al., 2009). Con respecto a la calidad interna, los 
resultados aportados en la bibliografía son variables, desde una disminución 
del contenido de ácidos con la disminución de nitrógeno (Wang et al., 2007; 
Bénard et al., 2009; Frías-Moreno et al., 2014) a una disminución de la 
acidez con el aumento de nitrógeno (Simonne et al., 2007). Por su parte, el 
contenido en sólidos solubles no se afecta de modo significativo (Simonne et 
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al., 2007; Bénard et al., 2009) aunque algunos autores han descrito un 
comportamiento variable dependiendo del genotipo o, incluso un aumento de 
dichos sólidos solubles al aumentar la cantidad de nitrógeno aportado (Wang 
et al., 2007; Frías-Moreno et al., 2014). 

Zornoza y Esteban (1984) observaron que la modificación de la nutrición 
mineral aportada a las plantas de tomate durante su desarrollo afectó a la 
concentración y tipo de flavonoides acumulados en distintos tejidos. Como 
ya se ha mencionado en la Introducción general, son varios los trabajos que 
han demostrado que se produce un incremento en la concentración de 
flavonoides y fenilpropanoides así como de la expresión de genes 
involucrados en su síntesis asociado a la reducción del aporte de nitrógeno 
(Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Stout et al., 1998; Stewart et al., 2001; 
Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; 
Olsen et al., 2009; Løvdal et al., 2010; Soubeyrand et al., 2014). Entre los 
genes cuya expresión se ha visto modificada en condiciones de bajo 
nitrógeno están PAL, CHS, F3H, FLS y varios factores de transcripción tipo 
MYB y bHLH. Este efecto se ha detectado en varias especies entre las que 
cabe distinguir manzana (Tan, 1980), tabaco (Fritz et al., 2006), A. thaliana 
(Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; 
Olsen et al., 2009; Nemie-Feyissa et al., 2014), uva (Soubeyrand et al., 2014) 
y tomate (Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Stout et al., 1998; Stewart et 
al., 2001; Løvdal et al., 2010). Sin embargo, en la mayoría de estos trabajos 
se estudió el tejido vegetativo y el efecto del nitrógeno a los pocos días del 
cambio de la solución nutritiva (Tan, 1980; Bongue-Bartelsman y Phillips, 
1995; Stout et al., 1998; Scheible et al., 2004; Fritz et al., 2006; Lea et al., 
2007; Lillo et al., 2008; Peng et al., 2008; Olsen et al., 2009; Løvdal et al., 
2010; Nemie-Feyissa et al., 2014). Sólo en tres casos se estudió el efecto del 
aporte diferencial de nitrógeno durante todo el periodo de crecimiento y 
fructificación (Stewart et al., 2001; Benard et al., 2009; Soubeyrand et al., 
2014). Así, en plantas de tomate se observó una relación inversa entre el 
aporte de nitrógeno y la cantidad de flavonoles en hoja (Stewart et al., 2001), 
sin embargo, en fruto no hubo diferencias en la concentración de estos 
compuestos en el estadio rojo maduro, pero sí en verde maduro, donde 
aumentó con la disminución del aporte de nitrógeno (Stewart et al., 2001). 
Por su parte, Bénard et al. (2009) demostraron que la rutina aumenta en el 
fruto de tomate al disminuir el aporte de nitrógeno, aunque no otros 
compuestos fenólicos. En uva, Soubeyrand et al. (2014) detectaron un 
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aumento en la concentración de antocianos en frutos procedentes de plantas 
cultivadas con menor concentración de nitrógeno. Asimismo, estudiaron los 
cambios durante el envero de la expresión de genes relacionados con el 
metabolismo de los flavonoides encontrando una relación inversa entre la 
expresión de varios de estos genes y el aporte de nitrógeno.  

 
Figura 3-1. Cutículas aisladas de frutos de la entrada RIL115 de tomate 
cultivados con distintas concentraciones de nitrógeno. Fotografía Dra. E. 
Domínguez. 

Resultados preliminares obtenidos en nuestro grupo de trabajo mostraron 
un aumento en el color de la cutícula aislada de frutos con la disminución del 
aporte de nitrógeno (Figura 3-1). Este aumento de color llevó asociado un 
incremento de 10 veces la cantidad de fenoles de la cutícula. Sin embargo, al 
haberse detectado en una línea RIL, la cual presenta poco color en la cutícula, 
se planteó la posibilidad de que este aumento de fenoles pudiera no ser tan 
significativo en tomates con cutículas coloreadas en maduración. Por ello, y 
dada la importancia de los fenoles en resistencia mecánica de la cutícula 
(Domínguez et al., 2009; España et al., 2014b) así como en el agrietado del 
fruto de tomate (España, 2012) se planteó el estudio de la influencia del 
nitrógeno sobre la cantidad de fenoles acumulados en la cutícula de frutos de 
tomate rojo y su posible influencia en diversos parámetros de calidad de 
fruto.  
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RESULTADOS 

I. Expresión de genes del metabolismo de los flavonoides en fruto 

Se determinó mediante RT-qPCR la expresión de varios genes del 
metabolismo de los flavonoides para determinar si el crecimiento de las 
plantas con distintos niveles de N afectó a su expresión. Para ello se 
seleccionaron los genes CHS1 y CHS2 que, de acuerdo con el capítulo 1 de la 
presente memoria, son los genes CHS que se expresan en fruto de modo 
significativo. Adicionalmente, se determinó la expresión del factor de 
transcripción MYB12, cuyo papel en la regulación de varios genes de la ruta 
de fenoles y flavonoides en fruto es conocida (Adato et al., 2009; Ballester et 
al., 2010), así como los genes PAL que, de acuerdo con la bibliografía y 
resultados previos del grupo, se expresan a lo largo del desarrollo del fruto de 
tomate (Bovy et al., 2002; Adato et al., 2009). 

La Figura 3-2 muestra los resultados de expresión de estos genes a lo 
largo del desarrollo en los tres tratamientos de nitrógeno estudiados. El 
patrón de expresión a lo largo del desarrollo de los genes CHS1 y CHS2 fue 
similar al ya descrito en el capítulo 1 de la presente memoria esto es, un 
máximo de expresión en el estadio pintón seguido de una disminución en rojo 
maduro. En verde inmaduro se observó un nivel de expresión bajo, que 
disminuyó considerablemente en verde maduro. Con respecto a los 
tratamientos de nitrógeno, la expresión de CHS2 disminuyó gradualmente 
desde un máximo a 12 mM N hasta el mínimo a 3 mM N en los estadios 
pintón y rojo maduro. Así, la expresión en pintón de CHS2 en 12 mM N fue 
más del doble que la detectada a 3 mM N. En rojo maduro la expresión fue 
2,5 veces superior en 12 mM N con respecto a 6 mM N mientras que a 3 mM 
N se detectó una reducción de 1,7 veces la expresión detectada a 6 mM N. En 
los estadios previos de verde inmaduro y verde maduro la expresión fue 
superior a 6 mM N con respecto a los otros dos tratamientos. En el caso de la 
CHS1 la expresión fue superior en los frutos de plantas cultivadas con 6 mM 
N en comparación los otros tratamientos. En pintón estas diferencias fueron 
superiores, concretamente 1,6 veces superior a la expresión en 12 mM N y 
tres veces superior respecto a 3 mM N. Este comportamiento se observó en 
todos los estadios salvo en rojo maduro donde hubo una disminución gradual 
en la expresión desde 12 mM N hasta 3 mM N.  

 



Influencia del N en la calidad del fruto de tomate 

 

172 

 

 
Figura 3-2. Cantidad relativa (CR) de ARNm de los genes del metabolismo de los fenoles 
CHS1, CHS2, PAL4, PAL5, PAL6 y MYB12 medidos en epicarpo de frutos recolectados en 
cuatro estadios del desarrollo y procedentes de plantas cultivadas con distintas 
concentraciones de nitrógeno. CHS: CHALCONA SINTASA, PAL: FENILALANINA 
AMONIO LIASA. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. 
Los datos se presentan como medias ± SE. 

En el caso de los genes PAL, se observó que PAL5 presentó un patrón de 
expresión con un máximo en pintón y valores más bajos y similares entre sí 
tanto en estadios iniciales como en rojo maduro. La expresión de PAL6 fue 
superior en verde inmaduro y disminuyó a lo largo del desarrollo y 
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maduración del fruto. Finalmente, PAL4 mostró una expresión baja y similar 
a lo largo del desarrollo. Respecto a los tratamientos de nitrógeno, en PAL5 
se observó una relación inversa en verde maduro entre la expresión del gen y 
la cantidad de nitrógeno del tratamiento que se modificó en los estadios 
posteriores del desarrollo. Así en pintón la expresión en 3 mM N disminuyó 
con respecto a los otros dos tratamientos mientras que en rojo maduro hubo 
un aumento en 12 mM N. En PAL6 se observó una mayor expresión a 6 mM 
N con respecto a los otros dos tratamientos en los estadios verde inmaduro y 
verde maduro, pero no hubo diferencias apreciables durante la maduración. 
Por último, la expresión de PAL4 mostró un aumento en 3 mM N en verde 
maduro y un aumento de 12 mM N en rojo maduro.  

La expresión de MYB12 disminuyó entre verde inmaduro y maduro para 
luego alcanzar su máxima expresión en pintón y volver a disminuir en rojo 
maduro, de manera equivalente a lo observado en CHS1 y CHS2. A partir del 
estadio pintón se observaron diferencias en la expresión de MYB12 asociadas 
a los tratamientos de nitrógeno. Si bien la expresión fue similar tanto en 
pintón como rojo maduro para 6 y 3 mM N, la expresión en 12 mM N fue 
más del doble que la de 6 mM N en pintón y más de 3 veces en rojo maduro.  

 
II. Desarrollo de la epidermis y la cutícula 

El estudio del tamaño y forma de las células de la epidermis se realizó en 
dos fases: en primer lugar, se realizó una primera inspección de la superficie 
de los frutos, mediante microscopía electrónica de barrido, con la que se 
estimó el número de células por unidad de superficie. En segundo lugar, 
partiendo de los resultados obtenidos de la inspección de la superficie, se 
escogieron dos estadios del desarrollo, verde inmaduro y rojo maduro, en los 
que se midieron las dimensiones de las células epidérmicas.  

La densidad de células epidérmicas disminuyó durante el desarrollo hasta 
alcanzar un mínimo en rojo maduro (Figura 3-3). En el ovario, el número de 
células en el tratamiento de 3 mM N fue significativamente inferior al de 
6 mM N, mientras que el de 12 mM N mostró una densidad celular 
intermedia. En verde inmaduro la densidad de células fue superior en 
3 mM N pero estas diferencias desaparecieron en verde maduro. A partir del 
inicio de la maduración y hasta rojo maduro se volvieron a observar 
diferencias significativas entre los tratamientos. En este caso una relación 
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inversa entre el número de células por unidad de superficie y la cantidad de 
nitrógeno del tratamiento. De esta forma, los frutos de plantas cultivadas con 
12 mM N presentaron la menor densidad de células de la epidermis mientras 
que aquellos procedentes del tratamiento de 3 mM N fue significativamente 
superior a los otros dos.  

                  
Figura 3-3. Densidad de células del epicarpo a lo largo del 
desarrollo del fruto de plantas cultivadas con distintas 
concentraciones de nitrógeno. O: ovario, VI: verde inmaduro, 
VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas dentro de cada estadio para los 
diferentes tratamientos (p ≤ 0,05). 

La Figura 3-4 muestra el área y las longitudes tangenciales y radiales de 
las células epidérmicas en dos estadios del desarrollo. De acuerdo con la 
orientación de las muestras, en los cortes transversales se visualizó el eje 
tangencial, paralelo a la superficie, y radial, perpendicular a la superficie del 
fruto. En verde inmaduro las células epidérmicas mostraron un aspecto 
redondeado en todos los tratamientos (Figura 3-5 A,C,E). El área celular y 
eje tangencial fueron significativamente mayores en los frutos del tratamiento 
de 6 mM N siendo intermedias en el tratamiento de 3 mM N y 
significativamente menores a las anteriores en 12 mM N. Sin embargo, las 
diferencias en el eje radial sólo fueron significativamente distintas entre sí los 
tratamientos de 3 y 12 mM N. De tal manera que, a partir de la ratio entre los 
dos ejes, se puede indicar que las células de la epidermis de 3 y 12 mM N 
fueron ligeramente más redondeadas que las de 6 mM N. Al final de la 
maduración las células de la epidermis mostraron un aspecto mucho más 
alargado (Figura 3-5 B,D,F). En rojo maduro se observó una disminución 



Influencia del N en la calidad del fruto de tomate 

 

175 

 

significativa del área y de los ejes tangencial y radial con la cantidad de N de 
los tratamientos. Así, las células de los frutos del tratamiento de 12 mM N 
fueron significativamente mayores al resto y las de 3 mM N 
significativamente menores a las demás. Estos datos concordaron con los 
observados en la Figura 3-3 donde los frutos de 3 mM N presentaron el 
mayor número de células por unidad de superficie y los de 12 mM N la 
menor densidad celular. 

 
Figura 3-4. Tamaño de las células epidérmicas medido en dos estadios del desarrollo de 
frutos procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones de nitrógeno. En la fila 
superior se muestran los gráficos correspondientes al estadio verde inmaduro (VI) y en la 
inferior los de rojo maduro (RM). Los datos se representan como medias ± SE. Las distintas 
letras indican diferencias significativas (p ≤ 0,05).  

En los cortes histológicos presentados en la Figura 3-5 se apreció que en 
verde inmaduro la cutícula tenía un grosor bastante homogéneo a lo largo de 
la superficie de las células de la epidermis (Figura 3-5 A,C,E) y apenas había 
empezado a recubrir las paredes anticlinales de las mismas. En rojo maduro 
el grosor de la cutícula aumentó considerablemente y recubrió total o 
parcialmente las paredes anticlinales y la pared periclinal interna (Figura 3-5 
B,D,F). Adicionalmente se pudo observar que el grosor de la cutícula ya no 
era constante a lo largo de la célula, sino que aumentó hacia los bordes de las 
células. No se apreciaron diferencias a nivel de células de la hipodermis o 
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parénquima entre los distintos tratamientos de nitrógeno ni de número de 
capas de hipodermis para ninguno de los estadios estudiados. 

             
Figura 3-5. Microfotografías de cortes histológicos de pericarpo de 
frutos de tomate en dos estadios del desarrollo procedentes de plantas 
cultivadas con distintas concentraciones de nitrógeno. 12 mM N: A,B; 
6 mM N: C,D; 3 mM N: E,F. Verde inmaduro: A,C,E; rojo maduro: 
B,D,F. Los cortes de VI están teñidos con Sudán IV para visualizar la 

cutícula. Barra: 25 µm (A,C,E); 5µm (B,D,F). 

Los valores de grosor y grado de invaginación de la cutícula se muestran 
en la Tabla 3-1. En verde inmaduro no hubo diferencias de grosor o 
invaginación de la cutícula entre los distintos tratamientos de nitrógeno. En 
rojo maduro, sin embargo, los frutos del tratamiento de 3 mM N presentaron 
una cutícula significativamente más delgada que los de 6 mM N, teniendo los 
de 12 mM N un valor intermedio. Con respecto a la invaginación ésta fue 
significativamente superior en los frutos de 3 mM N, intermedia en los de 6 
mM N y los valores más bajos se observaron en 12 mM N.  
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Tabla 3-1. Grosor y grado de invaginación de la cutícula de fruto de tomate en dos 
estadios del desarrollo procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones 
de nitrógeno. Los valores de grado de invaginación están expresados en unidades 
arbitrarias. VI: verde inmaduro, RM: rojo maduro. Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos 
para un mismo estadio (p ≤ 0,05). 

Estadio Tratamiento Grosor (µm) Grado invaginación 

VI 
12 mM N 3,18 ± 0,07 a 0,27 ± 0,02 a 
6 mM N 3,30 ± 0,09 a 0,28 ± 0,02 a 
3 mM N 3,12 ± 0,06 a 0,26 ± 0,02 a 

RM 
12 mM N 5,47 ± 0,13 ab 0,95 ± 0,06 c 
6 mM N 5,83 ± 0,08 a 1,22 ± 0,05 b 
3 mM N 5,32 ± 0,12 b 1,35 ± 0,03 a 

 
 La Tabla 3-2 presenta los valores de cantidad de cutícula y de sus 

componentes en los distintos estadios del desarrollo estudiados. La cantidad 
de cutícula aumentó hasta alcanzar su valor máximo en rojo maduro en los 
frutos del tratamiento 6 mM N. Sin embargo, en los otros dos tratamientos, el 
incremento de la cantidad de cutícula cesó en pintón y hubo una disminución 
durante la maduración. Este mismo comportamiento se reflejó en la cantidad 
de cutina y polisacáridos, componentes mayoritarios de la cutícula. La 
cantidad de ceras aumentó durante la fase de crecimiento de fruto para luego 
disminuir durante la de maduración en los tres tratamientos. Por otro lado, la 
cantidad de fenoles aumentó progresivamente hasta alcanzar el máximo en 
rojo maduro. La comparación entre tratamientos mostró diferencias 
significativas para la cantidad de cutícula, cutina y polisacáridos en los 
estadios verde inmaduro y verde maduro que luego desaparecieron en el 
estadio pintón. En rojo maduro se vuelven a establecer diferencias 
significativas entre los tres tratamientos siendo 6 mM N superior, 3 mM N 
intermedio y 12 mM N inferior tanto para la cantidad de cutícula como de 
cutina y polisacáridos. En el caso de las ceras y fenoles se observó un 
aumento significativo en verde inmaduro para el tratamiento 6 mM N que 
posteriormente disminuyó en verde maduro. En maduración, la cantidad de 
ceras y fenoles fue significativamente superior en los tratamientos de 6 y 3 
mM N con respecto al de 12 mM N.  

Con respecto a los porcentajes de los componentes, no se observaron 
diferencias significativas entre tratamientos para la cutina, polisacáridos y 
ceras. Sin embargo, el porcentaje de fenoles sí varió entre tratamientos 
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durante la maduración. Así, las cutículas de 3 mM N registraron un 
porcentaje de fenoles significativamente superior al del resto de los 
tratamientos.  

Tabla 3-2. Cantidad de cutícula y de sus principales componentes, cutina, polisacáridos, 
ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas 
cultivadas con distintas concentraciones de nitrógeno. Los valores se expresan en µg·cm-2. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Datos presentados 
como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos para un mismo estadio (p ≤ 0,05).  

 12 mM N 6 mM N 3 mM N 

Cutícula    

VI 801,3 ± 45,7 b 960,3 ± 34,0 a 803,5 ± 32,7 b 
VM 2363,8 ± 51,2 a 1998,0 ± 62,5 b 2199,4 ± 57,0 ab 

P 2125,4 ± 49,7 a 2119,1 ± 52,1 a 2266,2 ± 57,7 a 
RM 1577,7 ± 48,4 c 2122,7 ± 52,8 a 1767,3 ± 35,5 b 

Cutina    

VI 591,2 ± 33,7 b 700,7 ± 35,5 a 585,2 ± 23,8 b 
VM 1651,1 ± 35,7 a 1397,2 ± 66,9 b 1511,6 ± 39,2 ab 

P 1469,9 ± 34,4 a 1463,0 ± 33,9 a 1595,9 ± 40,6 a 
RM 1146,2 ± 35,2 c 1546,0 ± 50,8 a 1279,0 ± 25,7 b 

Polisacáridos    

VI 192,3 ± 11,0 b 238,9 ± 12,1 a 200,9 ± 8,2 b 
VM 638,2 ± 13,8 a 537,3 ± 25,7 b 615,8 ± 16,0 a 

P 595,1 ± 13,9 a 603,1 ± 14,0 a 605,1 ± 15,4 a 
RM 394,4 ± 12,1 c 530,7 ± 17,4 a 441,8 ± 8,9 b 

Ceras    

VI 17,7 ± 1,0 b 20,6 ± 0,7 a 17,3 ± 0,7 b 
VM 74,3 ± 1,6 a 63,5 ± 2,0 b 71,9 ± 1,9 a 

P 60,4 ± 1,4 a 53,0 ± 1,2 b 65,2 ± 1,7 a 
RM 37,0 ± 1,1 b 46,0 ± 1,5 a 46,5 ± 0,9 a 

Fenoles    

VI 15,5 ± 0,2 c 20,3 ± 0,5 a 17,1 ± 0,1 b 
VM 57,5 ± 0,9 a 42,8 ± 2,1 b 58,1 ± 0,8 a 

P 79,9 ± 6,4 b 114,7 ± 4,4 a 117,1 ± 6,1 a 
RM 109,2 ± 5,4 b 151,6 ± 3,7 a 140,1 ± 1,0 a 
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En el capítulo anterior se observó que la disminución dramática de los 
fenoles de la cutícula en maduración llevó asociada un aumento del índice de 
esterificación de la cutina. Sin embargo, la disminución de la cantidad de 
fenoles asociada a los tratamientos de nitrógeno no afectó al índice de 
esterificación de la cutina, el cual fue similar en todos los tratamientos 
(Figura 3-6).  

                                
Figura 3-6. Índice de esterificación de la 
cutina aislada de frutos rojo maduro 
procedentes de plantas cultivadas con 
distintas concentraciones de nitrógeno. 
Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p < 0,05). 

 
III. Crecimiento y desarrollo del fruto 

Se registró la evolución del tamaño de fruto a lo largo del crecimiento y 
maduración para los distintos tratamientos de nitrógeno (Tabla 3-3). La 
disminución de nitrógeno estuvo acompañada de diferencias significativas en 
el tamaño del ovario siendo los valores más bajos los de 3 mM N. Estas 
diferencias iniciales no se reflejaron, sin embargo, a lo largo del desarrollo 
del fruto donde el diámetro de los frutos fue similar entre los tratamientos 
con la excepción de verde maduro, en el que los frutos de 6 mM N mostraron 
puntualmente un mayor diámetro. Adicionalmente se estudió la evolución 
temporal del desarrollo. Así se pudo observar que más del 20% de los frutos 
de las plantas cultivadas con 3 mM N alcanzaron los estadios verde maduro y 
rojo maduro antes que aquellos procedentes de los otros tratamientos, en 
torno a una semana. 
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Tabla 3-3. Evolución del diámetro del fruto (mm) a lo largo del desarrollo en frutos 
procedentes de plantas cultivadas en distintas concentraciones de nitrógeno. O: ovario, 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas 
entre tratamientos para cada estadio (p ≤ 0,05). 

Estadio 12 mM N 6 mM N 3 mM N 
O 1,76 ± 0,02 a 1,64 ± 0,02 b 1,46 ± 0,02 c 
VI 33,14 ± 0,93 a 34,98 ± 0,71 a 35,09 ± 0,84 a 

VM 57,29 ± 1,17 a 58,31 ± 1,23 a 57,84 ± 0.97 a 
P 61,41 ± 1,43 a 62,21 ± 1,02 a 61,00 ± 1,28 a 

RM 62,85 ± 1,57 a 61,95 ± 0,93 a 62,00 ± 1,25 a 
 

En relación con la cosecha no se observaron diferencias significativas 
entre los tratamientos para ninguno de los parámetros estudiados (Figura 3-
7). El número de frutos maduros por planta al final del ciclo, así como su 
peso medio y la cosecha fueron similares en las plantas cultivadas con los 
tres tratamientos de nitrógeno. 

        

Figura 3-7. Cantidad de frutos maduros 
por planta, peso medio de los mismos y 
cosecha (peso frutos maduros/planta) de 
plantas cultivadas con distintas 
concentraciones de nitrógeno. Los datos 
se presentan como medias ± SE. Las 
distintas letras indican diferencias 
significativas (p ≤ 0,05). 
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IV. Calidad del fruto 

Los resultados de la evaluación del porcentaje de agrietado de fruto en los 
tres tratamientos se muestran en la Figura 3-8. Los frutos de las plantas 
cultivadas con 12 mM N presentaron una tasa de agrietado significativamente 
superior a los de los otros tratamientos, no observándose diferencias entre 6 y 
3 mM N. La severidad del agrietado se evaluó empleando una escala 
arbitraria (Figura 3-8). Se observó que la mayoría del agrietado registrado fue 
de tipo 1, salvo en el tratamiento de 6 mM N en el que los tipos 1 y 2 fueron 
igualmente frecuentes. El agrietado tipo 1 representa la aparición de 
pequeñas grietas que quedan total o parcialmente cubiertas por el cáliz. El 
caso más severo de agrietado que se observó en los distintos tratamientos fue 
la aparición de grietas de un extremo a otro del fruto (tipo 3) no habiendo 
diferencias entre tratamientos.  

 
Figura 3-8. Porcentaje de agrietado total e índice de agrietado de frutos rojo maduro 
procedentes de plantas cultivadas con distintas concentraciones de nitrógeno. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos dentro de cada tipo de agrietado (p ≤ 0,05). 

En el caso del microrrayado no hubo diferencias significativas entre los 
distintos tratamientos (Figura 3-9). Si bien el promedio de microrrayado fue 
superior en el tratamiento de 3 mM N (22%), la variabilidad mostrada hizo 
que no fuera estadísticamente significativo del estimado en 12 y 6 mM (12 y 
15%, respectivamente).  
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Figura 3-9. Porcentaje de microrrayado 
presente en frutos rojo maduro 
procedentes de plantas cultivadas con 
distintas concentraciones de nitrógeno. 
Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p ≤ 0,05). 

La dureza de los frutos se evaluó en frutos rojo maduro que no 
presentaban grietas y se observó que los distintos tratamientos de nitrógeno 
no afectaron a este parámetro (Figura 3-10). 

                              
Figura 3-10. Dureza de los frutos rojo 
maduro procedentes de plantas cultivadas 
con distintas concentraciones de nitrógeno. 
Los datos se presentan como medias ± SE. 
Las distintas letras indican diferencias 
significativas (p ≤ 0,05). 

La transpiración de los frutos de los distintos tratamientos de nitrógeno en 
rojo maduro se evaluó mediante un ensayo de poscosecha en el que se simuló 
el almacenamiento en condiciones ambientales (Figura 3-11). La pérdida de 
agua de los frutos aumentó con la menor concentración de nitrógeno del 
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tratamiento. Así, frutos de plantas cultivadas a 3 mM N presentaron un mayor 
flujo de agua reduciendo así la vida poscosecha. 

                                 
Figura 3-11. Transpiración, expresada 
como flujo de agua, de frutos rojo maduro 
durante la poscosecha. Frutos procedentes 
de plantas cultivadas con distintas 
concentraciones de nitrógeno. Los datos se 
presentan como medias ± SE. Las distintas 
letras indican diferencias significativas 
(p ≤ 0,05). 

El color se determinó en los frutos rojo maduro así como en las 
cutículas aisladas y en el mesocarpo para los diferentes tratamientos (Figura 
3-12). Los valores de L* fueron similares para los tres tratamientos tanto en 
fruto como en la cutícula y en la carne del fruto. En cuanto a C*, la 
cromaticidad, ésta disminuyó en fruto con el contenido de nitrógeno de los 
tratamientos aunque sólo fue significativa en 3 mM N. Esta diferencia se 
debió al color de la cutícula y no del mesocarpo ya que éste no mostró 
diferencias para C* entre los tratamientos. Sin embargo, sí hubo una 
disminución significativa de C* en la cutícula de los frutos de los 
tratamientos de 6 y en menor medida de 3 mM N. Finalmente H°, el tono, 
aumentó significativamente en los frutos de 3 mM N. En este caso, la 
diferencia en tono no fue reflejo de la cutícula, que no mostró diferencias 
entre los tratamientos, pero sí del mesocarpo, el cual mostró una disminución 
significativa en 3 mM N.  
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El sabor del fruto de tomate está determinado fundamentalmente por la 
acidez y la cantidad de sólidos solubles, lo que en conjunto puede determinar 
su aceptabilidad. No se observaron diferencias significativas en la acidez de 
los frutos procedentes de los distintos tratamientos de nitrógeno (Figura 3-13) 
aunque sí hubo una pequeña disminución significativa para los ºBrix en el 
caso de 3 mM N. Aun así, esta diferencia no se reflejó en la aceptabilidad del 
sabor (Figura 3-13), determinada de acuerdo con la ecuación desarrollada por 
Malundo et al. (1995) para fruto de tomate.  

Figura 3-12. Parámetros de color del 
espacio CIE L*C*H° medidos en fruto, 
mesocarpo y cutícula de tomates rojo 
maduro procedentes de plantas cultivadas 
en distintas concentraciones de nitrógeno. 
L*: luminosidad, C*: croma, H°: tono. Los 
datos se presentan como medias ± SE. Las 
distintas letras indican diferencias 
significativas entre tratamientos para cada 
parámetro (p ≤ 0,05). 
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V. Fase vegetativa 

Los distintos tratamientos de nitrógeno tuvieron un efecto significativo en 
la fase vegetativa de las plantas. La Figura 3-14A muestra las diferencias en 
el tamaño de hoja en dos estadios del desarrollo para los distintos 
tratamientos. Como se puede observar en la Figura 3-14B hubo una 
reducción significativa del área foliar asociada a la disminución del aporte de 
nitrógeno. Estas diferencias se mantuvieron a lo largo de todo el desarrollo de 
la hoja. En comparación con el tratamiento de 12 mM N, hubo una 
disminución de la superficie del 40% en el tratamiento de 6 mM N y del 55% 
en el de 3 mM N para el estadio H3. En el estadio H8 las diferencias con 

respecto al tratamiento de 12 mM N fueron menores, ∼30% en el caso de 
6mM N y 45% en 3mM N. 

Figura 3-13. Acidez valorable, 
contenido en sólidos solubles (ºBrix) y 
aceptabilidad del sabor (unidades 
arbitrarias) de frutos rojo maduro 
procedentes de plantas cultivadas con 
distintas concentraciones de nitrógeno. 
Los datos se presentan como 
medias ±SE. Las distintas letras indican 
diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
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Figura 3-14. A, fotografía de hojas correspondientes a los estadios H3 (superior) y H8 
(inferior) de plantas cultivadas con tres concentraciones de nitrógeno. B, área foliar medida en 
los dos estadios de hoja para los distintos tratamientos. H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los datos se presentan como medias ± SE. Las 
distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada estadio 
(p ≤ 0,05). 

Los resultados de la estimación de biomasa vegetal en cada tratamiento se 
muestran en la Figura 3-15. El peso fresco y seco de hojas disminuyó de 
modo significativo con el contenido de nitrógeno de los tratamientos (Figura 
3-15). La mayor reducción del peso fresco de las hojas se observó en las 
plantas cultivadas con 3mM N, cuyo valor se redujo a la mitad con respecto 
al tratamiento de 12 mM, que presentó los valores más altos. En el caso del 
peso seco, esta reducción en 3mM N con respecto a 12mM N fue de un 33%. 
El mayor tamaño y peso de hojas observado en el tratamiento de 12 mM N se 
debió a un mayor contenido de agua, siendo el material de hoja del 
tratamiento de 3 mM N el que presentó un contenido significativamente 
menor. En contrapartida, el porcentaje de materia seca fue superior en 3 mM 
N con respecto a los otros tratamientos. El número de hojas por planta, sin 
embargo, no varió entre tratamientos (Figura 3-15). Con respecto al tallo, se 
encontraron diferencias significativas entre tratamientos para los tres 
parámetros medidos (Figura 3-15). Al igual que en hoja, el peso fresco de los 
tallos disminuyó con la concentración de N, siendo las plantas cultivadas con 
3mM fueron las que presentaron valores significativamente más bajos. En el 
caso del peso seco, las plantas de 6mM N fueron las que presentaron los 
valores más altos, seguidos de las de 12mM N, que presentaron valores 
intermedios, y finalmente los valores más bajos fueron los correspondientes a 
las plantas regadas con de 3mM N. A pesar de esto, el contenido de agua del 
tallo disminuyó significativamente al hacerlo la concentración de nitrógeno 
(Figura 3-15), al igual que ocurrió en hoja. 
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Figura 3-15. Peso fresco y seco y 
contenido de agua de hoja y tallo de 
plantas cultivadas con distintas 
concentraciones de nitrógeno. Se 
incluye también el número de hojas 
por planta. Los datos se presentan 
como medias ± SE. Las distintas letras 
indican diferencias significativas 
(p ≤ 0,05). 
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En el capítulo 2 de la presente memoria se muestra cómo la modificación 
de la ruta de los flavonoides tuvo como consecuencia cambios significativos 
en la densidad de estomas y tricomas de las hojas. Por ello, se consideró 
oportuno evaluar si los distintos tratamientos de nitrógeno condujeron a 
cambios en estos parámetros. La Figura 3-16 muestra el número de estomas 
por unidad de superficie en el haz y envés de dos estadios de hoja para los 
distintos tratamientos. Como era esperable, la densidad de estomas fue 
superior en el envés que en el haz, tanto en la tercera como en la octava hoja. 
No se observaron diferencias entre tratamientos en la tercera hoja. Sin 
embargo, en la octava hoja sí hubo diferencias. Las hojas correspondientes al 
tratamiento con 12 mM N mostraron en el haz un número de estomas 
significativamente inferior a las de los otros dos tratamientos, 
aproximadamente un 27% menos. En el envés, sólo en las plantas de 3mM el 
número de estomas fue significativamente superior. 

               
Figura 3-16. Densidad de estomas presentes en el haz y envés de hojas en 
dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas cultivadas con 
distintas concentraciones de nitrógeno. H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los datos se presentan como 
medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos dentro de cada estadio y cara de las hojas (p ≤ 0,05). 

El número de tricomas por unidad de superficie sí varió entre tratamientos 
en los dos estadios de hoja (Figura 3-17). En la tercera hoja, las plantas 
cultivadas con 12 mM N presentaron una densidad de tricomas en el haz 
significativamente superior (~25%) a los otros dos tratamientos. En el envés, 
sólo el tratamiento de 3 mM N fue significativamente inferior al resto. Por su 
parte, en la octava hoja la densidad de tricomas fue bastante similar entre los 
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tratamientos aunque en el tratamiento de 3 mM N el número de tricomas 
significativamente superior al resto en el haz y envés.  

               
Figura 3-17. Densidad de tricomas presentes en el haz y envés de hojas 
en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas cultivadas con 
distintas concentraciones de nitrógeno. H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los datos se presentan 
como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias significativas 
entre tratamientos dentro de cada estadio y cara de las hojas (p ≤ 0,05). 

Como ya se hiciese en el capítulo anterior, con la finalidad de conocer si 
las diferencias o similitudes observadas en la densidad de estomas y tricomas 
se debían a una alteración de la ratio entre células del pavimento y células 
especializadas o simplemente respondía a cambios en el tamaño de las 
células del pavimento, se estimó la densidad de células del pavimento (Figura 
3-18). Al igual que para los estomas y tricomas, el número de células del 
pavimento por unidad de superficie disminuyó a lo largo del desarrollo. En la 
tercera hoja se observó un aumento significativo en el tratamiento 3mM N, 
tanto en el haz como en el envés, con respecto a los otros tratamientos. En el 
caso del envés, 6mM N presentó una densidad intermedia. En la hoja octava 
las diferencias entre tratamientos fueron menores, no obstante 6 y 3 mM N 
fueron significativamente superiores tanto en el haz como en el envés.  

A partir de estos valores se pudo calcular las ratios células 
pavimento/estomas y células pavimento/tricomas. Así, el tratamiento de 
3 mM N mostró en la tercera hoja una ratio entre las células del pavimento y 
los estomas significativamente superior a los otros dos tratamientos tanto 
para el haz (6,58 ± 0,24 b; 6,26 ± 0,15 b; 8,61 ± 0,10 a. 12, 6 y 3 mM N, 
respectivamente) como para el envés (3,41 ± 0,19 b; 3,87 ± 0,04 b; 
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4,90 ± 0,17 a. 12, 6 y 3 mM N, respectivamente). Este mismo 
comportamiento se observó en el caso de la ratio células pavimento/tricomas 
para el haz (9,26 ± 0,24 c; 12,77 ± 0,32 b; 17,64 ± 0,58 a. 12, 6 y 3 mM N, 
respectivamente) y el envés (6,79 ± 0,38 b; 7,81 ± 0,13 b; 11,89 ± 0,71 a. 12, 
6 y 3 mM N, respectivamente). Estas diferencias de distribución se igualaron 
durante el desarrollo de la hoja. 

                 
Figura 3-18. Densidad de células del pavimento del haz y envés de 
hojas en dos estadios del desarrollo. Hojas procedentes de plantas 
cultivadas con distintas concentraciones de nitrógeno. H3: tercera 
hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde el 
ápice. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras 
indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada 
estadio y cara de las hojas (p ≤ 0,05). 

  



Influencia del N en la calidad del fruto de tomate 

 

191 

 

DISCUSIÓN 

La disminución del aporte de nitrógeno modificó la cantidad de fenoles 
acumulados en la cutícula 

El estadio de desarrollo de los frutos, influyó de manera significativa en 
las diferencias de expresión génicas determinadas para distintos genes del 
metabolismo de los flavonoides en los tres tratamientos de nitrógeno. Estos 
resultados concuerdan con lo observado por Soubeyrand et al. (2014) en uva 
donde las diferencias de expresión génica entre tratamientos dependieron del 
estadio del envero. Así, los genes que mostraron diferencias asociadas a la 
cantidad de nitrógeno aportada lo hicieron hacia el final del envero. Sin 
embargo, estas diferencias de expresión no fueron muy grandes aunque sí se 
tradujeron en diferencias significativas en la cantidad de antocianos. En el 
caso del fruto de tomate se observó un comportamiento contrario esto es, una 
disminución de la actividad CHS2, PAL4, PAL5 y MYB12 con el aporte de 
nitrógeno durante la maduración. La expresión de PAL4 fue muy baja en 
fruto a pesar de estar descrita como un gen con expresión diferencial en 
frutos de tomate con la mutación y (Adato et al., 2009). En el caso de PAL6 
se trató de un gen de estadios iniciales del desarrollo del fruto sin apenas 
expresión en maduración. Como se ha mencionado anteriormente, en la 
mayoría de los trabajos publicados en los que se ha medido la relación entre 
la expresión de genes del metabolismo de los flavonoides y la cantidad de 
nitrógeno, se evaluó los efectos a corto plazo, como ocurre en A. thaliana, en 
la que la expresión de MYB12, PAP2, PAL5 y PAL6 aumentó a los cuatro 
días del inicio del tratamiento, desapareciendo esta inducción de la expresión 
al cabo de una semana (Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007; Olsen et al., 
2009; Løvdal et al., 2010). 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, es posible que en fruto de 
tomate haya una reducción de la actividad CHS y PAL asociada a la 
disminución de nitrógeno, aunque tampoco se puede descartar la posibilidad 
de que alguno de los otros genes CHS, cuya expresión en epicarpo de fruto 
fue muy baja (Figura 1-3), o algún otro gen PAL no descrito en fruto sufran 
un cambio en su expresión al disminuir la concentración de nitrógeno. Por 
ejemplo, el gen CHS7 mostró una expresión muy baja en epicarpo de fruto 
verde inmaduro (Figura 1-3) y sin embargo de acuerdo con la información 
contenida en la base de datos es uno de los genes CHS que mostró una 
expresión notable en epicarpo a 10dda (Figura AV-1). Con respecto a la PAL, 
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hay 15 genes anotados como posibles PAL en el genoma de tomate 
(https://solgenomics.net). Finalmente, no se puede descartar la posibilidad de 
que la reducción de la expresión de estos genes con la cantidad de nitrógeno 
durante la maduración se deba a que se haya desencadenado un 
silenciamiento de los mismos (Baulcombe, 2004). Sin embargo, si bien la 
CHS2 presenta un nivel alto de expresión basal (Figura AV-1), no parece ser 
el caso para el resto de los genes que muestran el mismo perfil de expresión 
en maduración. 

A pesar de que las diferencias de expresión podrían apuntar a una 
disminución de la cantidad de flavonoides al reducir el aporte de nitrógeno, 
los resultados obtenidos en cutícula mostraron lo contrario. Se observó un 
aumento de fenoles en la cutícula con la reducción de nitrógeno. Este 
aumento sólo se detectó durante la maduración, en los estadios pintón y rojo 
maduro, tanto en la cantidad de fenoles por unidad de superficie como en el 
porcentaje de los mismos, fue bastante significativo si se tiene en cuenta que 
se trata de un componente minoritario de la cutícula. Sin embargo, estas 
diferencias en compuestos fenólicos contrastan con lo observado en la 
bibliografía a nivel de fruto (Stewart et al., 2001; Bénard et al., 2009). No 
obstante, es necesario indicar que Stewart et al. (2001) sólo estudiaron la 
concentración de flavonoles en la piel del fruto, pero no de naringenina o 
chalconaringenina, uno de los principales flavonoides que se acumulan en 
frutos maduros (Slimestad y Verheul, 2009) y aparentemente el único que se 
incorpora a la cutícula, tal y como se ha determinado en el capítulo 2 de esta 
memoria, donde se vio que los flavonoles no se incorporan a la misma. 
Bénard et al. (2009) midieron la cantidad de naringenina sin detectar 
diferencias entre tratamientos de nitrógeno. Aunque sería necesario indicar 
que, al contrario que Stewart et al. (2001), las medidas no se realizaron en la 
piel sino en el fruto completo, por lo que sería posible que las diferencias no 
se observaran por un efecto de dilución ya que, como se mencionó en la 
Introducción general, la mayoría de los flavonoides se acumulan en la piel 
(Meléndez-Martínez et al., 2010). Por otro lado, tal y como los autores 
mencionan, la cantidad de naringenina detectada fue inferior a lo descrito en 
la bibliografía para fruto entero de tomate (Bénard et al., 2001; Slimestad y 
Verheul, 2005a; Raffo et al., 2006). Además, los valores de cantidad de 
flavonoides no variaron a lo largo del ciclo, de tal modo que fueron similares 
en febrero y julio (Bénard et al., 2009). Esto es inusual ya que la síntesis de 
flavonoides está activada por la luz y la temperatura (Olsen et al., 2009; 
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Zoratti et al., 2014) y está descrito un aumento en la cantidad de flavonoides 
del fruto de tomate entre invierno y primavera-verano (Slimestad y Verheul, 
2005b). De igual manera, a nivel de cutícula está descrito un aumento de la 
cantidad de flavonoides del doble entre plantas de tomate cultivadas en 
invierno y primavera en condiciones controladas y comparables de 
temperatura y humedad relativa (Domínguez et al., 2012). 

Por otro lado, la técnica espectrofotométrica empleada para medir los 
fenoles totales no permite distinguir entre flavonoides y derivados cinámicos, 
por lo que es posible que este aumento observado en la cutícula no se deba 
exclusivamente a flavonoides sino a también a derivados cinámicos como los 
ácidos p-cumárico y p-hidroxi-benzoico que también se acumulan en la 
cutícula (España et al., 2014a). En este sentido, Bénard et al. (2009) 
observaron diferencias en la cantidad de algunos derivados cinámicos 
asociadas a los distintos tratamientos de nitrógeno. 

En ausencia de un aumento en la expresión de los genes conocidos 
involucrados en la síntesis de fenoles y flavonoides, el aumento en la 
cantidad de fenoles de la cutícula en respuesta a la reducción del aporte de 
nitrógeno podría explicarse por un aumento del transporte de estos 
compuestos a la cutícula. Se desconoce en gran medida cómo ocurre el 
transporte de flavonoides al exterior celular, aunque se han postulado varias 
familias de transportadores como posibles candidatas (Zhao, 2015). Por otro 
lado, este efecto podría ser simplemente consecuencia de un aumento en la 
cantidad de fenilalanina disponible. Margna (1977) apuntó la posibilidad de 
una regulación de la ruta de los fenilpropanoides controlada por la 
disponibilidad de sustrato. Se basó en la escasa correlación observada en la 
bibliografía entre los niveles de actividad PAL y la cantidad de derivados 
cinámicos acumulada, así como en la capacidad de la fenilalanina 
suministrada exógenamente de promover la acumulación de 
fenilpropanoides. Scheible et al. (2004) describieron una disminución de la 
cantidad de fenilalanina y en general de la ruta del shikimato tras la adición 

de NO3
− a plántulas de A. thaliana crecidas con baja concentración de 

nitrógeno. Por otro lado, en cultivos celulares de fresa y Silybum marianum 
(L.) Gaertn. se ha observado un aumento de la cantidad de antocianos y 
naringenina, respectivamente, tras el aporte exógeno de fenilalanina (Edahiro 
et al., 2005; Rahimi et al., 2011). En este sentido, el incremento en la 
expresión de los genes PAL4 y PAL5 observado al reducir la cantidad de 
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nitrógeno en verde maduro, el estadio anterior al inicio de la maduración, 
podría tener como efecto el aumento de la cantidad de sustrato en forma de 
ácido cinámico para estadios posteriores.  

La disminución en la cantidad de cutícula observada entre los estadios 
pintón y rojo maduro para los tratamientos de 12 y 3 mM N se debió 
principalmente a una pérdida de cutina y polisacáridos. En el tratamiento de 
6 mM N la pérdida de polisacáridos se vio compensada con un pequeño 
aumento de cutina. Se ha descrito una pérdida de la cantidad de polisacáridos 
de la cutícula durante este periodo, posiblemente relacionada con la 
maduración y degradación de las paredes celulares, que en algunos genotipos 
puede ir acompañada de una pérdida de cutina (Domínguez et al., 2008). En 
este sentido se podría pensar que la degradación de las paredes celulares 
favoreció una mayor pérdida de cutina en los tratamientos extremos de 12 y 
3 mM N. Puesto que las diferencias en grosor son muy pequeñas entre los 
tratamientos, esta pérdida de material posiblemente llevaría asociada una 
disminución de la densidad de la cutícula. Un comportamiento similar se 
observó en las cutículas procedentes de tomates que silencian de manera 
transitoria la CHS (España et al., 2014b). Hubo una disminución significativa 
de la cantidad de cutícula sin afectar al grosor, lo que condujo a una 
reducción de la densidad. Relativo a la expresión de CHS, la disminución de 
cantidad de cutícula durante la maduración en los tratamientos de 12 y 
3 mM N siguió el mismo patrón que la expresión de CHS1 durante el estadio 
pintón. Si bien los resultados obtenidos en esta memoria no permiten 
establecer ninguna relación entre ambas. 

 
Relación entre la nutrición nitrogenada y el tamaño celular 

La disminución del aporte de nitrógeno llevó asociada una reducción clara 
del tamaño de las células de la epidermis del fruto durante la maduración. 
Esta reducción no afectó al tamaño final del fruto, que no varió entre 
tratamientos, pero sí al número de células por unidad de superficie, el cual 
aumentó compensando así su menor tamaño. Estos cambios no se vieron 
acompañados de diferencias visuales en el tamaño de las células del 
parénquima, por lo que parece que afectaron sólo a las del epicarpo. Un 
comportamiento parecido se observó a nivel de hoja donde la densidad de 
células del pavimento fue superior en las plantas procedentes de los 
tratamientos con menor concentración de nitrógeno. Con todo, el 
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comportamiento en hoja difirió del de fruto en dos aspectos. Por un lado, las 
diferencias se manifestaron desde estadios iniciales y se mantuvieron a lo 
largo del desarrollo de la hoja y, por otro, la reducción de nitrógeno conllevó 
una disminución significativa del tamaño de las hojas y de la biomasa total, 
tal y como está descrito en la bibliografía (Pill et al., 1978; Huett, 1986; 
Guidi et al., 1997; Dumas et al., 1993; Scholberg et al., 2000; Le Bot et al., 
2001; Kavanová et al., 2008; Bénard et al., 2009; Frías-Moreno et al., 2014). 
En Lolium perenne L. se ha descrito que la disminución del área foliar 
asociada a la reducción del nitrógeno se debe a una alteración de las tasas de 
división y expansión celulares (Kavanová et al., 2008). Los resultados 
obtenidos de densidad de células del pavimento en la presente memoria no 
permiten dilucidar si hubo cambios en la tasa de división celular ya que, al 
verse modificado el tamaño foliar, sería necesario haber estudiado estadios 
del desarrollo anteriores a la tercera hoja. No obstante, sí pudieron 
confirmarse cambios en la expansión al tener las células del pavimento 
menor tamaño. Esta disminución del tamaño celular en la epidermis de hoja 
se relacionó positivamente con el porcentaje de agua acumulado, ya que hubo 
un mayor porcentaje de materia seca en las plantas cultivadas con menos 
nitrógeno. Los datos aportados por la bibliografía difieren en este aspecto ya 
que algunos autores observaron un aumento del porcentaje de materia seca 
con la reducción del nitrógeno (Kobryń et al., 2005) pero otros no vieron 
diferencias (Kaniszewski et al., 1987). Dado el papel del agua como inductor 
de la presión de turgor que dirige la expansión celular, un menor contenido 
en agua implicaría una disminución en el estrés mecánico ejercido sobre las 
paredes celulares (Cosgrove, 2016) y por ende una menor tasa de expansión. 

Son varios los genes que se han identificado en tomate como responsables 
de la alteración de los patrones de división y expansión celulares en fruto, 
pero en la amplia mayoría de ellos también se vio afectado el tamaño final 
del órgano (Frary et al., 2000; Gonzalez et al., 2007; Mathieu-Rivet et al., 
2010; Czerednik et al., 2012; Chakrabarti et al., 2013). Como ya se mencionó 
en el capítulo anterior, son varios los trabajos que han establecido una 
asociación entre los flavonoides y el tamaño celular y de órganos, postulando 
la posibilidad de que participen en la regulación del tamaño celular mediado 
por auxinas (Ringli et al., 2008; Laffont et al., 2010). En el caso del tomate, 
España et al. (2014b) observaron un menor tamaño de las células del 
epicarpo tras el silenciamiento transitorio durante la maduración de la CHS. 
Si bien la disminución del tamaño se pudo asociar a una reducción drástica 
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de la síntesis de flavonoides, los resultados obtenidos en el presente capítulo 
mostraron un comportamiento contrario. La reducción del tamaño celular fue 
paralela a la disminución de la concentración de nitrógeno y al aumento de 
los flavonoides en la cutícula. Si bien no se puede asociar una mayor cantidad 
de flavonoides en la cutícula con más expresión de los genes CHS (ver Figura 
3-2 y Tabla 3-2; España et al., 2014b) o necesariamente con una mayor 
concentración de flavonoides a nivel celular, es poco probable que esta 
disminución del tamaño celular esté mediada por los flavonoides.  

El nitrato no es sólo un nutriente necesario para el desarrollo de las 
plantas sino que además actúa como señal induciendo o reprimiendo distintos 
genes (Krapp et al., 2014; Medici y Krouk, 2014) así como regulando 
hormonas tales como las auxinas, citoquininas y etileno (Kiba et al., 2011; 
Khan et al., 2015). En este sentido, se ha descrito una regulación de los 
niveles de auxina mediado por el nitrógeno (Tian et al., 2008). Así, una 
disminución del aporte de nitrógeno condujo a un aumento del contenido de 
auxinas en A. thaliana (Tian et al., 2008). Adicionalmente se ha observado 
que la proteína TOR juega un papel central en la interconexión entre señales 
nutricionales y diversos procesos metabólicos para ajustar el crecimiento y 
desarrollo de las plantas (Bögre et al., 2013; Henriques et al., 2014). En A. 
thaliana la limitación de nutrientes produjo una reducción de crecimientto 
similar al observado tras la inhibición de TOR (Ren et al., 2012) por lo que 
se postula que TOR participaría en el control de la división y expansión 
celular (Xiong y Sheen, 2015). Por tanto, es posible que la reducción del 
aporte de nitrógeno desencadene una cascada de señales, quizá mediada por 
la proteína TOR, que conduzca a una reducción del tamaño celular y de los 
órganos, que podría estar mediado por auxina. 

 
La disminución en el suministro de nitrógeno no afectó al crecimiento ni 
a la calidad del fruto 

La disminución del aporte de nitrógeno durante todo el ciclo de la planta no 
afectó a la cosecha, el número de frutos, su tamaño o peso medio. En la 
bibliografía son varios los trabajos que han descrito una disminución de la 
cosecha con la reducción del nitrógeno (Huett, 1986; Kaniszewski et al., 
1987; Warner et al., 2004; Frías-Moreno et al., 2014). En estos trabajos se 
estimó la cosecha total, incluyendo los frutos verdes, pero cuando se 
determinó la cosecha de frutos maduros no se apreciaron diferencias o éstas 
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fueron muy bajas (Kaniszewski et al., 1987; Le Bot et al., 2001; Warner et 
al., 2004; Parisi et al., 2006; Bénard et al., 2009). Igualmente, Warner et al. 
(2004) y Bénard et al. (2009) no observaron diferencias en el peso medio de 
los frutos maduros. Huett (1986) describió un retraso en el cuajado de los 
frutos al reducir la cantidad de nitrógeno, el cual no se observó en el presente 
estudio, aunque sí un adelanto en la maduración de los tomates con la 
reducción de nitrógeno.  

El color y la dureza de los frutos son dos de los caracteres más 
importantes que definen la calidad externa de los frutos, el primer aspecto 
que los consumidores evalúan (Simonne et al., 2007). La dureza de los frutos 
también fue similar en los distintos tratamientos de nitrógeno de acuerdo con 
lo descrito por Kaniszewski et al. (1987), Warner et al. (2004) y Bénard et al. 
(2009). Otros autores sí han observado una disminución de la dureza con la 
reducción de nitrógeno (Kobryn y Hallmann, 2005; Wang et al., 2007; Frías-
Moreno et al., 2014), lo que sugiere una influencia de la variedad de estudio 
e incluso de las condiciones ambientales, ya que en algunos casos el 
comportamiento varió entre recolecciones. Las diferencias en el color de los 
frutos, aunque estadísticamente significativas, fueron muy pequeñas y no 
modificarían la elección de los consumidores. Esto está de acuerdo con los 
resultados de la bibliografía, donde no se observan diferencias en el color 
asociadas al nitrógeno (Kaniszewski et al., 1987; Simonne et al., 2007; 
Bénard et al., 2009). Finalmente, el contenido en sólidos solubles y la acidez 
tampoco se vieron afectados de modo significativo por el nitrógeno. Como ya 
se mencionó en la Introducción, los resultados referidos en la bibliografía 
muestran diferentes comportamientos incluso entre las fechas de recolección, 
desde ausencia de efecto a aumento o disminución de estos parámetros con el 
nitrógeno (Warner et al., 2004; Simmone et al., 2007; Wang et al., 2007; 
Bénard et al., 2009; Frías-Moreno et al., 2014). Todo esto apunta, de nuevo, 
a que la variedad objeto de estudio y las condiciones de cultivo y ambientales 
serían más determinantes que la cantidad de nitrógeno del cultivo a la hora de 
determinar la calidad interna de los frutos.  

El agrietado es una fisiopatía importante en el cultivo del tomate, la cual 
se vio reducida al disminuir el aporte de nitrógeno a las plantas. La mayoría 
de los trabajos que han relacionado el contenido de nitrógeno con la calidad 
del fruto de tomate se han centrado en parámetros como los anteriormente 
citados, pero no en la incidencia de fisiopatías. Sólo Warner et al. (2004) 
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estudiaron la incidencia del BER (blossom-end rot) observando una 
reducción con el menor aporte de nitrógeno. Está descrito que la cantidad de 
cutícula y de fenoles son parámetros que influyen en el agrietado, ya que 
modifican las propiedades mecánicas de la cutícula (Domínguez et al., 2009; 
Domínguez et al., 2012; España, 2012). En este sentido la cantidad de 
cutícula y de fenoles fueron significativamente superiores en los tratamientos 
de 6 y 3 mM N, mostrando ambos parámetros una relación negativa con la 
tasa de agrietado. Igualmente, el grado de invaginación fue superior en los 
tratamientos de 6 y 3 mM N. Por otro lado, Peet y Willis (1995) observaron 
que un aumento del riego favoreció el agrietado del fruto de tomate y 
conllevó un aumento del peso de los frutos. El tamaño final de un órgano está 
determinado por la expansión celular la cual está dirigida por el aumento en 
la presión de turgor (Wolf et al., 2012). Así, Domínguez et al. (2012) 
observaron que los frutos con una mayor tasa de crecimiento durante la 
maduración fueron más proclives a agrietar. Tal y como se destacó en el 
apartado anterior, los frutos crecidos con 6 y 3 mM N mostraron una 
epidermis con un menor tamaño celular y por ende mayor número de células 
epidérmicas. Por lo que es posible que esta reducción en la expansión celular 
también contribuya a la disminución del agrietado, bien por una menor toma 
de agua o bien haciendo la epidermis más robusta. Finalmente, la menor 
pérdida de agua de los frutos de 12 mM N durante la poscosecha podría estar 
asociada al menor contenido en fenoles de su cutícula pero no al mayor 
aumento de ceras que suele acompañar a la ausencia de fenoles en la cutícula 
de frutos rosa (España et al., 2014b; Heredia et al., 2015). Por otra parte, 
como ya se indicó en el capítulo anterior, ésta podría deberse a cambios 
metabólicos del fruto asociados al aporte de nitrógeno. 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten establecer las 
siguientes conclusiones: 

- Se han identificado y estudiado los patrones de expresión génica de 
los miembros de las familias CHS, CHI y F3H que presentan mayor 
similitud a las secuencias canónicas de estas proteínas. 
Adicionalmente, se han identificado los miembros de dichas familias 
que tienen una función asociada al metabolismo de poliquétidos, 
ácidos grasos y alcaloides respectivamente, estudiando además su 
expresión en distintos tejidos a lo largo del desarrollo.  

- La acumulación de chalconaringenina en el fruto de tomate durante 
la maduración está asociada a un aumento de la expresión de CHS y 
a una reducción de la expresión de los genes con función CHI 
conocida. 

- La sobreexpresión de los genes PhCHI y GhFNS condujo a cambios 
en la morfología y composición química de la cutícula del fruto de 
tomate, modificando las propiedades mecánicas de la misma y 
afectando al agrietado. Adicionalmente, el peso medio de los frutos y 
su acidez valorable también se vieron alterados. 

- El aumento en la cantidad de cutícula observado en los frutos de las 
plantas que sobreexpresan GhFNS no está directamente relacionado 
con cambios en la expresión de ninguno de los genes conocidos 
relacionados con la cutícula, con la excepción del factor de 
transcripción MYB41, asociado a respuesta a estrés. 

- La modificación de la ruta de síntesis de flavonoides ha permitido 
establecer claramente que la chalconaringenina es el único 
flavonoide que se acumula en la cutícula del fruto de tomate durante 
la maduración.  

- El cultivo de plantas de tomate con un menor aporte de nitrógeno 
conllevó un aumento de la cantidad de flavonoides presentes en la 
cutícula y una disminución de la tasa de agrietado sin afectar a otros 
parámetros, como la producción o la calidad interna de los frutos. 
Esta reducción del nitrógeno suministrado a lo largo del cultivo 
contribuiría a disminuir los problemas medioambientales asociados. 
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"Ninguna ciencia, en cuanto a ciencia, 
engaña; el engaño está en quien lo sabe" 

 Miguel de Cervantes 
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Anexo I. Secuencias de los cebadores usados para el análisis de expresión mediante qPCR de genes del metabolismo de 
flavonoides y de los genes de referencia. Se incluye el tamaño del amplicón generado por cada pareja en pares de bases (pb) y se 
muestra, siguiendo las directrices propuestas por Bustin et al. (2009) para experimentos de qPCR, la eficiencia de amplificación 
(E) de los cebadores y su error asociado (SE E), el coeficiente de determinación de la regresión lineal (R2) y coeficiente de 
correlación de Pearson (r) con su probabilidad asociada (p). 

Gen Locus 
Secuencias cebadores sentido y 

antisentido (5’- 3’) 
Tamaño fragmento 

amplificado (pb) 
E ± SE E R2 r 

CHS1 Solyc09g091510 GGGCCTAAAGCCTGAGAAAC 
GGCCTTTCTCATTTCATCCA 

106 1,953 ± 0,02 0,998 -0,999 (p =4·10-8) 

CHS2 Solyc05g053550 ATGAGAAAGGCCTCATCCAA 
TGGAGCACAACAGTCTCAACA 

110 1,918 ± 0,02 0,999 -0,999 (p = 10-8) 

CHS3 Solyc01g090600 TTGGGCGCGTAATGCTCTAC 
TTATGACAGCAGCAGCTGGATTG 

102 2,012 ± 0,03 0,998 -0,999 (p =3·10-8) 

CHS4 Solyc01g111070 GATCTAACCCGATTCGAGATATCG 
CTTCAGTAAGCCTGCCATCAATG 

108 1,963 ± 0,04 0,995 -0,998 (p = 5·10-7) 

CHSA Solyc05g053170 GAGCTCAGCGATAGGGTTTC 
CCCAATTATAACCGCGACCG 

100 1,986 ± 0,05 0,994 -0,997 (p = 10-6) 

CHS5 Solyc06g043120 CTGGTGAACTAAGTGAGGCTG 
GAGTTTGGAATGCTTCCACTAGG 

105 1,926 ± 0,03 0,996 -0,998 (p = 10-8) 

CHS6 Solyc06g043130 GGCCGACTACCAACTCACTAAG 
TAATTGAAGAGCAGTGCCACCAC 

103 1,996 ± 0,04 0,997 -0,998 (p =2·10-7) 

CHS7 Solyc12g098090 TGTCTTGAGTGGCTATGGGA 
TTCGCCTGTGCTAATCAATC 

103 1,998 ± 0,05 0,992 -0,996 (p = 2·10-6) 
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Gen Locus 
Secuencias cebadores sentido y 

antisentido (5’-3’) 
Tamaño fragmento 

amplificado (pb) 
E ± SE E R2 r 

chi Solyc02g067870  
GAGATTGTGAGCAAGGTGGAAAG 
AACAGAGAGAGCATGGATGTCC 

122 1,949 ± 0,03 0,997 -0,999 (p = 10-7) 

CHI2 Solyc05g010310 
TGCAGAGAGACAGGCTATCG 
AGGAACTGAATCATCGTCAGAG 

136 1,966 ± 0,04 0,995 -0,997 (p = 7·10-7) 

CHI3 Solyc05g010320 
AGAGAATCACGTGTTCCCAC 
TTCCAAGTACACACCGATCG 

139 1,978 ± 0,02 0,999 -0,999 (p =10-8) 

CHI4 Solyc05g052240 
CAATGGAAGGGCAAAACAGG 
TGCACACCATACTGTGAACC 

134 1,921 ± 0,05 0,991 -0,996 (p = 2·10-6) 

CHI5 Solyc06g084260 
ACGCATGACTATCAGGCTTC 
CAGATTCTTCGAAAGCACTGC 

77 1,997 ± 0,03 0,997 -0,998 (p = 2·10-7) 

CHI6 Solyc07g062030 
ACAATCAAAGCTGCTGCCTC 
CAGTTCCAAGCAATGACAAGG 

130 1,915 ± 0,03 0,997 -0,998 (p = 2·10-7) 

CHI7 Solyc08g061480 
TTGCTATGGAATCACACAGTGG 
AAACTCAATACCCGTTCTGGG 

131 1,983 ± 0,03 0,997 -0,998 (p = 10-8) 

F3H1 Solyc02g083860 
ACCACAAGGCTGGATAGGTG 
CTCTAAGCCCATTGCCTCTG 

100 1,927 ± 0,01 0,999 -1,000 (p = 3·10-9) 

F3H2 Solyc03g080190 
ATCGGAAGTGGTCGATTGTG 
CTCTACAACTTCCTTTGGTACACC 

148 1,893 ± 0,02 0,999 -0,999 (p = 10-8) 

F3H3-FLS Solyc06g073080 
TCCTCAGTGTCCACAACCTG 
CAGCCACTTGCAAATCTTGA 

95 1,947 ± 0,02 1,000 -0,999 (p = 10-8) 

F3H4-FLS Solyc09g066310 
CCACCATGTCCAGATCCAAG 
GCACAGCTTCAACACACATC 

139 1,898 ± 0,04 0,995 -0,998 (p = 5·10-7) 
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Gen Locus 
Secuencias cebadores sentido y 

antisentido (5’-3’) 
Tamaño fragmento 

amplificado (pb) 
E ± SE E R2 r 

F3H5 Solyc10g005120 
ACAAATGCTGGAAGATCCCG 
TCGCCATAAATCACTGGACG 

113 1,889 ± 0,03 1,000 -0,998 (p = 3·10-7) 

F3H6-FLS Solyc10g018170 
TGCATGAAAGACCACTAGCTTC 
TCACAAGTTGTTGAGCGACAAC 

96 1,880 ± 0,05 0,991 -0,996 (p = 3·10-6) 

F3H7-FLS Solyc11g044820 
CGCCTTAGCGGTTAACATAGG 
CGGATATTCGAGCCCTACTCG 

107 1,959 ± 0,01 1,000 -1,000 (p = 5·10-10) 

F3H8 Solyc11g044830 
TCTTCCAAGACAAAACGGGG 
CCTATGTTAACCACTAAGGCACC 

100 1,994 ± 0,04 0,997 -0,998 (p = 2·10-7) 

FLS1 Solyc06g083910 
TTGGCACTTGGAATGCATAG 
AATTGGTTCCACAGCAATCC 

117 1,998 ± 0,04 0,997 -0,998 (p =2·10-7) 

CAC Solyc08g006960 1 
CCTCCGTTGTGATGTAACTGG 
ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG 

173 1,931* - - 

EFα1 Solyc06g005060 2 
GATTGGTGGAATTGGAACTGTC 
AGCTTCGTGGTGCATCTC 

130 1,953* - - 

EXP Solyc07g025390 1 
GCTAAGAACGCTGGACCTAATG 
TGGGTGTGCCTTTCTGAATG 

183 1,874* - - 

SAND Solyc03g115810 1 
TTGCTTGGAGGAACAGACG 
GCAAACAGAACCCCTGAATC 

164 1,944* - - 

Los cebadores han sido diseñados para esta memoria salvo aquellos indicados con superíndices que han sido tomados de la bibliografía:1 Expósito-Rodríguez 
et al. (2008), 2 Rotenberg et al. (2006). * datos tomados de Expósito-Rodríguez et al. (2008).
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Anexo II. Secuencias de los cebadores empleados en los capítulos 2 y 3 de la presente memoria para el análisis de 
expresión mediante qPCR. Se incluye el tamaño del amplicón generado por cada pareja en pares de bases (pb). 

Gen Locus Secuencias cebadores sentido y antisentido (5’-3’) Tamaño fragmento amplificado (pb) 

CUS1/GDSL2/CD1 Solyc11g006250 1 GCAACACTTCATGTTGTGCTACTT 
CAATATCACACTCCACCCTACAAA 

110 

CD2/pe Solyc01g091630 
CCGTTTCCCCTCAAAGACTC 
GAGCCATTTCTTGCATAGGG 

99 

CD3 Solyc08g081220 2 TGAGCTGGTTCTTTTGGCTTG 
TGTGTCGTTGCCACGTGTCT 

101 

CYP86A68 Solyc01g094750 2 
TTAAAGGGTCCACGTGTTTGG 
CACGCGCGGAGATTATCTACT 

101 

CER1-like Solyc03g065250 3 TGACCATGGTTTTCAGCCAAT 
TAACTCATAAGCCACCACATCAATG 

100 

CER6 Solyc02g085870 
GGTTCTTCCAGCTTCAGAGC 
ATAACAGCTCTTCCACCAGC 

144 

ABCG32 Solyc05g018510 
ATGACATCCACTCACCTTGC 
CTACGTCAACCTCTGATGGC 

84 

BDG1 Solyc08g083190 CACTCGGCCATCATTCCTGT 
AGGAGCACCCATTTTGCCTT 

124 

GDSL Solyc02g077330 TCCTGGAAACAACAACCATC 
TCTAGAAACGCTCTGGTCAT 

165 

EST1 Solyc03g119980 GCAAGTTGGGGTTATGCTGT 
CGGTCTTTTCCAAGTCTCCA 

94 
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Gen Locus Secuencias cebadores sentido y antisentido (5’-3’) Tamaño fragmento amplificado (pb) 

SHN1 Solyc03g116610 
AATTCTCTCTGTCTCGCTCG 

ATTTCAGCGACCCAAGAACC 
128 

SHN2 Solyc12g009490 
AAAACGTGCTGGCCCTTCTT 

TGGGATTATTTTTCTTTTGAAGTTCA 
71 

SHN3 Solyc06g053230 
ATGCAAAGCTGAGGAAATGTTG 
GATGTTTTTTGCCACACTCCAA 

100 

MYB12 Solyc01g079620 
AGGACCTATAGAGGCCAAGG 
CCACGTCTGGCATAATCTCC 

83 

MYB30-like Solyc06g069850 
CTGTCTTGATTTGACCGAGC 
CCCAAAAGACCAACTACCCC 

128 

MYB41 Solyc07g054840 
GTTCATCTTCATTGTCACGGC 
TTGTGGAGGTAGCATTTGGC 

83 

MYB96 Solyc02g067340 
TCCCACTAAAACAGGGTTGC 
TACCCCTCTTTATCCCTGGC 

86 

PAL4 Solyc09g007920 
AACCGAGACCATAACTCATTCG 

ATTGTCCATACTCCCGATGC 
91 

PAL5 Solyc09g007910 4 
ATTGGGAAATGGCTGCTGATT 
TCAACATTTGCAATGGATGCA 

142 

PAL6 Solyc05g056170 ¿ 
TTGCTTGAAGGAATGGAATGG 

GCTTGCACTGTCTCAAATCC 
139 

Los cebadores han sido diseñados para esta memoria salvo aquellos indicados con superíndices que han sido tomados de la bibliografía: 1 Girard et al. 
(2013), 2 Shi et al. (2013), 3 Mintz-Oron et al. (2008), 4 Bovy et al. (2002). 
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Anexo III. Especies estudiadas en el análisis de proteínas CHS, CHI y F3H. 
Se indica el número de secuencias de cada una de ellas. Datos tomatos del 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

Especie 
Secuencias 

CHS 
Secuencias 

CHI 
Secuencias 

F3H 
A.  alpina - - 1 
A.  andraeanum - - 1 
A. arborescens - 1 1 
A. archangelica - - 1 
A. belladonna - - 1 
A. chinensis - - 1 
A. comosus - - 1 
A. crysantha - 1 - 
A. cynapium - - 1 
A. duranensis - - 3 
A. graveolens - - 1 
A. ipaensis - - 3 
A. lyrata - - 3 
A. maximowiczianum  1 - - 
A. tanguticus - - 1 
A. thaliana 4 4 12 
B. arborea - - 1 
B. distachyon - - 1 
B. napus - - 4 
B. oleracea - - 2 
B. rapa - - 1 
B. vulgaris 2 - - 
B. vulgaris - - 5 
C. album - - 1 
C. anuum 9 10 5 
C. arietinum - - 4 
C. cajan  1 - 2 
C. canephora 2 4 5 
C. capsularis  1 - - 
C. cardunculus  - - 1 
C. chekiangoleosa - 1 - 
C. clementina  3 4 3 
C. cyminum - - 1 
C. follicularis 2 2 2 
C. jambhiri   1 - - 
C. maculatum - - 1 
C. maxima - - 2 
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Especie 
Secuencias 

CHS 
Secuencias 

CHI 
Secuencias 

F3H 
C. melo - - 2 
C. rubella - - 1 
C. sativa - - 4 
C. sativus - 1 3 
C. sinensis - 4 6 
C. tinctorius - - 1 
D. brachyacantha - 1 1 
D. carota  1 2 16 
D. caryophyllus - - 1 
D. hygrometricum  1 1 4 
D. longan - - 1 
D. oligosanthes - - 1 
D. solanacea - 1 1 
D. spathulata - 1 1 
D. stramonium - - 1 
E. exaltatum  - - 1 
E. fasciculata - - 1 
E. grandiflorum  2 - - 
E. grandis - - 9 
E. guineensis - - 2 
E. guttata - 5 5 
E. prostrata  1 - - 
E. salsugineum - - 2 
F. vesca 1 1 4 
G. arboretum  - 2 - 
G. arboreum  1 - 9 
G. biloba - - 1 
G. hirsutum  1 3 21 
G. max  6 12 6 
G. raimondii - 3 16 
G. soja - - 2 
G. triflora  1 - - 
H. cannabinus - - 1 
H. niger - - 1 
H. sabdariffa - - 1 
H. vulgare - - 2 
H. vulgare  - - 2 
I. australe - 1 1 
I. batatas - - 4 
I. calycinum  1 3 3 
I. confertiflorum - 1 1 
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Especie 
Secuencias 

CHS 
Secuencias 

CHI 
Secuencias 

F3H 
I. cornifolium - 1 1 
I. cyaneum  2 1 1 
I. edule - 1 1 
I. ellipticum - 1 1 
I. gesnerioides - 1 1 
I. grandiflorum - 1 1 
I. nil  1 4 4 
I. parvifolium - 1 1 
I. purpurea 7 - - 
I. squamosum - 1 1 
I. tupayachianum - 1 1 
I. umbellatum - 1 1 
J. curcas 3 3 3 
J. regia 1 1 5 
L. angustifolius - - 2 
L. chinense - 1 2 
L. ruthenicum  1 1 - 
M. acuminata  - - 2 
M. alba  2 - 2 
M. domestica 4 1 4 
M. esculenta  2 4 2 
M. indica - - 5 
M. notabilis  1 1 5 
M. pumilus  1 - - 
M. truncatula - - 7 
N. attenuata 4 5 5 
N. benthamiana  1 - - 
N. caerulescens - - 3 
N. crassa  1 - - 
N. grossedentata - - 1 
N. nucifera - 3 4 
N. sylvestris 6 7 4 
N. tabacum  4 2 3 
N. tomentosiformis 6 5 3 
Nierembergia sp.  NB17 - - 1 
O. brachyantha - - 1 
O. officinalis - - 1 
O. sativa 3 - 4 
O. viciifolia - - 1 
P.  crispum - - 1 
P. americana - - 1 
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Especie 
Secuencias 

CHS 
Secuencias 

CHI 
Secuencias 

F3H 
P. communis - - 4 
P. dactylifera - - 1 
P. euphratica 2 2 10 
P. frutescens 2 - - 
P. hybrida 13 1 1 
P. mume - 2 3 
P. patens 15 - - 
P. persica - 2 6 
P. pinaster  1 - - 
P. trichocarpa  4 4 9 
P. vulgaris - - 4 
Pyrus x bretschneideri - - 4 
R. communis  1 3 3 
R. rugosa - - 1 
R. sativus - - 2 
R. trigyna - - 1 
S. baicalensis  2 - - 
S. bicolor - - 1 
S. indicum  1 4 5 
S. italica - - 2 
S. lycopersicum 6 7 7 
S. melongena - 1 1 
S. oleracea - - 4 
S. pennellii 5 9 6 
S. pinnatisectum - - 1 
S. quitensis - - 1 
S. tuberosum 13 6 7 
S. viscidula  1 - - 
T. aestivum - - 1 
T. cacao  3 4 8 
T. hassleriana - - 3 
T. urartu - - 1 
V. angularis - - 6 
V. ashei  1 - 1 
V. breviflora - 1 1 
V. corymbosum - - 1 
V. dichotoma - 1 1 
V. radiata  - - 5 
V. vinifera 5 2 9 
Z. jujuba - 1 5 
Z. mays  5 - 7 
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Anexo IV. Expresión de los distintos miembros de las familias génicas 
CHALCONA SINTASA, CHALCONA ISOMERASA, FLAVANONA 3 
HIDROXILASA y FLAVONOL SINTASA en tejidos de raíz, hoja y fruto en 
diferentes estadios del desarrollo. Las eficiencias de los cebadores para el 
cálculo de las cantidades relativas se determinaron con el programa LinReg.  

       

Figura AIV-1. Cantidad relativa (CR) 
de ARNm presente en distintos estadios 
y tejidos de fruto de tomate para cada 
uno de los genes de la familia CHS. O: 
ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde 
maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. 
Los datos se presentan como 

medias ± SE. 
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Figura AIV-2. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm presente en distintos estadios y 
tejidos de fruto de tomate para cada uno de 
los genes de la familia CHI. O: ovario, 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, 
P: pintón, RM: rojo maduro. Los datos se 

presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-3. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios y 
tejidos de fruto de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. O: 
ovario, VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo maduro. Los 

datos se presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-4. Cantidad relativa (CR) de ARNm 
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de 
tomate para cada uno de los genes de la familia CHS. 
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los 

datos se presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-5. Cantidad relativa (CR) de ARNm 
presente en distintos estadios del desarrollo de hoja de 
tomate para cada uno de los genes de la familia CHI. 
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el 
ápice, H8: octava hoja contando desde el ápice. Los 

datos se presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-6. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios del 
desarrollo de hoja de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H y FLS. 
BA: brote apical, H3: tercera hoja contando desde el ápice, H8: octava hoja contando desde 

el ápice. Los datos se presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-7. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios 
del desarrollo de raíz de tomate para cada uno de los genes de la familia CHS. 
No se detectó amplificación de CHS3 o CHS4 en ninguno de los estadios. 
R0: raíz 96 h después de la germinación, R5: raíz de plantas con cinco hojas 

verdaderas. Los datos se presentan como medias ± SE. 
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Figura AIV-8. Cantidad relativa (CR) de 
ARNm presente en distintos estadios del 
desarrollo de raíz de tomate para cada uno de los 
genes de la familia CHI. R0: raíz 96 h después 
de la germinación, R5: raíz de plantas con cinco 
hojas verdaderas. Los datos se presentan como 

medias ± SE. 
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Figura AIV-9. Cantidad relativa (CR) de ARNm presente en distintos estadios 
del desarrollo de raíz de tomate para cada uno de los genes de las familias F3H 
y FLS. R0: raíz 96 h después de la germinación, R5: raíz de plantas con cinco 

hojas verdaderas. Los datos se presentan como medias ± SE.
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Anexo V. Expresión de los distintos miembros de las familias génicas 
CHALCONA SINTASA (CHS), CHALCONA ISOMERASA (CHI), 
FLAVANONA 3 HIDROXILASA (F3H) y FLAVONOL SINTASA (FLS) en 
tejidos de raíz, hoja y fruto en diferentes estadios del desarrollo. Información 
tomada de la base de datos Tomato Functional Genome Database 
(Universidad de Cornell, Ithaca, USA; http://ted.bti.cornell.edu/).  

Se seleccionó la información procedente de los ensayos realizados con 
entradas de S. lycopersicum de fruto rojo. Los datos procedentes de los 
ensayos de microdisección láser de distintos tipos celulares de frutos de 
‘Ailsa Craig’ 10dda (Matas et al., 2011), de frutos de ‘Ailsa Craig’ en 
distintos estadios del desarrollo y de fruto y hoja de ‘M82’ (Zuluaga et al., 
2016) se determinaron mediante la técnica de pirosecuenciación 454 del 
transcriptoma. Los datos de expresión de fruto, hoja y raíz de ‘Heinz 1706’ 
proceden del análisis de la expresión génica mediante la tecnología RNA-seq 
Illumina (Tomato Genome Consortium, 2012). La información de fruto de 
‘M82’ y ‘Ailsa Craig’ procede de un estudio del perfil transcriptómico de 
fruto de tomate (SRP004923, Boyce Thompson Institute). 

En las siguientes tablas se muestran los valores de expresión normalizada 
como RPKM (reads per kilobase of exon per million reads mapped) para 
cada uno de los genes de la familias CHS, CHI, F3H y FLS procedentes de 
los ensayos arriba mencionados. En los ensayos realizados con ‘Ailsa Craig’ 
y ‘M82’ el estadio que se ha denominado rojo maduro corresponde a pintón 
más siete días mientras que en ‘Heinz 1706’ corresponde a pintón más 10 
días. El material de fruto corresponde a pericarpo en el caso de ‘Ailsa Craig’ 
y ‘M82’ pero no está indicado para ‘Heinz 1706’. VM: verde maduro, P: 
pintón, RM: rojo maduro. El material de hoja de ‘M82’ procede de plantas 
con cuatro hojas verdaderas y el de ‘Heinz-1706’ de plantas con frutos. El 
estadio del desarrollo de la raíz de ‘Heinz 1706’ no está indicado.  
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CHALCONA SINTASA 

 

CHS1 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ ‘M82’ 

Epicarpo 10dda 37,06 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 173,65 - 
Fruto 2 cm - 102,78 - 
Fruto 3 cm - 3,20 - 
Fruto VM 0 4,19 - 

Fruto P 0 68,62 - 
Fruto RM 0 91,90 0 

Hoja - 23,84 0 
Raíz - 0,18 - 

 

 

CHS2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 1464,44 - - 
Mesocarpo 10dda 297,22 - - 
Endocarpo 10dda 78,89 - - 

Fruto 1 cm 11,67 117,04 - 
Fruto 2 cm - 162,45 - 
Fruto 3 cm - 30,40 - 
Fruto VM 56,67 102,44 - 

Fruto P 31,11 77,95 - 
Fruto RM 5,00 163,04 73,89 

Hoja - 60,49 230,00 
Raíz - 0,25 - 
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CHS4 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 49,17 - - 
Endocarpo 10dda 9,00 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 0 - 

 

 

CHSA ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 9,66 - 
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CHS7 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 37,06 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 0 - 

 

 

CHS6 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 504,99 - - 
Mesocarpo 10dda 53,06 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 9,99 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 27,47 

Hoja - 0 65,54 
Raíz - 0 - 
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CHS5 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 37,06 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 0 - 

 

CHALCONA ISOMERASA 

chi ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 4,84 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0,05 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0,45 0 
Raíz - 0,05 - 
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CHI2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0,06 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0,11 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 0,18 - 

 

 

CHI3 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 37,14 - - 
Mesocarpo 10dda 61,28 - - 
Endocarpo 10dda 82,64 - - 

Fruto 1 cm 79,85 82,59 - 
Fruto 2 cm - 48,26 - 
Fruto 3 cm - 40,49 - 
Fruto VM 4,64 9,31 - 

Fruto P 0 0,29 - 
Fruto RM 0 0,16 0 

Hoja - 53,08 166,20 
Raíz - 3,77 - 
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CHI4 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 187,50 - - 
Mesocarpo 10dda 65,97 - - 
Endocarpo 10dda 15,05 - - 

Fruto 1 cm 0 36,21 - 
Fruto 2 cm - 41,21 - 
Fruto 3 cm - 6,46 - 
Fruto VM 0 15,23 - 

Fruto P 0 17,21 - 
Fruto RM 0 41,56 25,46 

Hoja - 57,27 35,88 
Raíz - 0,12 - 

 

 

CHI5 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 30,89 - - 
Mesocarpo 10dda 33,20 - - 
Endocarpo 10dda 74,90 - - 

Fruto 1 cm 33,20 36,97 - 
Fruto 2 cm - 45,63 - 
Fruto 3 cm - 27,06 - 
Fruto VM 0 15,59 - 

Fruto P 86,49 4,86 - 
Fruto RM 6,95 3,17 16,99 

Hoja - 12,97 23,94 
Raíz - 10,80 - 
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CHI6 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 4,27 - - 
Mesocarpo 10dda 28,16 - - 
Endocarpo 10dda 18,77 - - 

Fruto 1 cm 36,69 18,90 - 
Fruto 2 cm - 21,29 - 
Fruto 3 cm - 15,18 - 
Fruto VM 31,57 12,83 - 

Fruto P 0 8,34 - 
Fruto RM 15,36 6,41 0 

Hoja - 5,61 5,12 
Raíz - 3,71 - 

 

 

CHI7 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 51,23 - - 
Mesocarpo 10dda 18,20 - - 
Endocarpo 10dda 1,69 - - 

Fruto 1 cm 0 9,79 - 
Fruto 2 cm - 13,80 - 
Fruto 3 cm - 9,32 - 
Fruto VM 4,66 11,78 - 

Fruto P 23,71 21,53 - 
Fruto RM 0 16,95 0 

Hoja - 2,66 39,37 
Raíz - 6,28 - 
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FLAVANONA 3 HIDROXILASA - FLAVONOL SINTASA 

 

F3H1 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 236,96 - - 
Mesocarpo 10dda 119,63 - - 
Endocarpo 10dda 23,77 - - 

Fruto 1 cm 0 75,35 - 
Fruto 2 cm - 89,57 - 
Fruto 3 cm - 22,56 - 
Fruto VM 28,37 53,66 - 

Fruto P 0 97,18 - 
Fruto RM 0 48,17 0 

Hoja - 36,53 75,92 
Raíz - 4,20 - 

 

 

F3H2 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 11,98 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 141,40 4,22 - 
Fruto 2 cm - 7,15 - 
Fruto 3 cm - 4,74 - 
Fruto VM 28,76 3,93 - 

Fruto P 0 1,46 - 
Fruto RM 0 1,25 0 

Hoja - 4,68 47,93 
Raíz - 15,03 - 
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F3H8 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 22,05 - - 
Mesocarpo 10dda 125,39 - - 
Endocarpo 10dda 64,27 - - 

Fruto 1 cm 94,52 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 10,08 0 - 

Fruto P 105,23 0 - 
Fruto RM 0 0 13,86 

Hoja - 0 15,75 
Raíz - 0 - 

 

 

F3H3-FLS ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 7,56 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 15,87 0,7 - 
Fruto 2 cm - 19,96 - 
Fruto 3 cm - 9,12 - 
Fruto VM 3,78 0,15 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 6,80 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 0 - 
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F3H4-FLS ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0 0 
Raíz - 2,87 - 

 

 

F3H6-FLS ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 22,89 - - 
Endocarpo 10dda 32,71 - - 

Fruto 1 cm 0 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 2,20 25,35 
Raíz - 0 - 
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F3H7-FLS ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 22,05 - - 
Mesocarpo 10dda 125,39 - - 
Endocarpo 10dda 64,27 - - 

Fruto 1 cm 94,52 0 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 10,08 0 - 

Fruto P 105,23 0 - 
Fruto RM 0 0 13,86 

Hoja - 0 15,75 
Raíz - 0 - 

 

 

FLS1 ‘Ailsa Craig’ ‘Heinz 1706’ M82 

Epicarpo 10dda 0 - - 
Mesocarpo 10dda 0 - - 
Endocarpo 10dda 0 - - 

Fruto 1 cm 0 0,05 - 
Fruto 2 cm - 0 - 
Fruto 3 cm - 0 - 
Fruto VM 0 0 - 

Fruto P 0 0 - 
Fruto RM 0 0 0 

Hoja - 0,04 0 
Raíz - 74,70 - 
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Anexo VI. Cantidad de cutícula y de cada uno de sus componentes de plantas 
de MM control, CHIox y CHI/FNSox cultivadas en invierno. 

Tabla AVI-1. Cantidad de cutícula y de sus principales componentes, cutina, 
polisacáridos, ceras y fenoles, de frutos en cuatro estadios de desarrollo procedentes de 
plantas de MM control y plantas homocigotas CHIox y CHI/FNSox. Los valores se 
expresan en µg·cm-2. VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo 
maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Las distintas letras indican diferencias 
significativas entre genotipos para un mismo estadio (p ≤ 0,05).  

 MM CHIox CHI/FNSox 
Cutícula    

VI 569,1 ± 10,1 b  650,9±21,1 a 692,9±29,9 a 
VM 947,4 ± 37,6 b 1239,7±36,5 a 1269,2±47,0 a 

P 945,0 ± 31,9 b 919,9±23,1 b 1255,9±50,2 a 
RM 1043,8 ± 48,4 b 1120,1±39,1 b 1634,8±28,6 a 

Cutina    

VI 350,6 ± 6,2 b 405,2±13,1 a 442,1±19,1 a 
VM 599,5 ± 23,8 b  889,2±26,2 a 850,2±31,5 a 

P 612,8 ± 20,7 b 681,1±17,1 b 864,0±34,5 a 
RM 658,8 ± 30,6 c 801,4±28,0 b 1103,8±19,3 a 

Polisacáridos    

VI 210,2 ±3,7 b 236,3±7,7 ab 243,4±10,5 a 
VM 321,4 ± 12,8 b  316,4±9,3 b 384,4±14,2 a 

P 307,1 ± 10,4 a 215,6±5,4 b 342,8±13,7 a 
RM 353,8 ± 16,4 b 286,8±10,0 c 444,2±7,8 a 

Ceras    

VI 8,3 ± 0,1 b 9,4±0,3 a 7,4±0,3 b 
VM 26,5 ± 1,1 b 34,2±1,0 a 34,6±1,3 a 

P 25,1 ± 0,8 b 23,2±0,6 b 49,1±2,0 a 
RM 31,1 ±1,4 b 31,9±1,1 b 86,8±1,5 a 

Fenoles    

VI 8,9 ± 0,3 b 10,7±0,5 a 9,8±0,1 ab 
VM 17,5 ± 0,8 a 23,1±2,1 a 19,6±0,5 a 

P 35,0 ± 2,0 a 18,9±1,4 b 22,8±1,2 b 
RM 59,0 ± 1,1 a 23,9±0,2 c 31,2±1,3 b 
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Tabla AVI-2. Cantidad de cutícula y de sus principales 
componentes, cutina, polisacáridos, ceras y fenoles, de frutos en 
cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas CHIox 
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en µg·cm-2. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo 
maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Los asteriscos 
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas 
para un mismo estadio: *: 0,05≥ p > 0,01, ** p ≤ 0,01. 

 CHIox 
 hemicigota homocigota 

Cutícula   

VI 576,1 ± 16,5 *  650,9 ± 21,1  
VM 1271,6 ± 35,1  1239,7 ± 36,5  

P 1052,7 ± 32,5  919,9 ± 23,1 ** 
RM 1277,8 ± 31,7  1120,1 ± 39,1 **  

Cutina   

VI 346,1 ± 9,9 **  405,2 ± 13,1  
VM 823,4 ± 22,7  889,2 ± 26,2  

P 690,1 ± 21,3  681,1 ± 17,1  
RM 834,2 ± 20,7  801,4 ± 28,0  

Polisacáridos   

VI 224,1 ± 6,4  236,3 ± 7,7 
VM 419,7 ± 11,6  316,4 ± 9,3 **  

P 329,8 ± 10,2  215,6 ± 5,4 **  
RM 402,1 ± 10,0  286,8 ± 10,0 ** 

Ceras   

VI 5,9 ± 0,2 ** 9,4 ± 0,3  
VM 28,5 ± 0,8 ** 34,2 ± 1,0  

P 32,9 ± 1,0  23,2 ± 0,6 ** 
RM 41,5 ± 1,0  31,9 ± 1,1 ** 

Fenoles   

VI 8,9 ± 0,2 * 10,7 ± 0,5  
VM 22,1 ± 1,4  23,1 ± 2,1  

P 20,1 ± 0,7 18,9 ± 1,4 
RM 23,9 ± 1,6  23,9 ± 0,2 
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Tabla AVI-3. Cantidad de cutícula y de sus principales 
componentes, cutina, polisacáridos, ceras y fenoles, de frutos en 
cuatro estadios de desarrollo procedentes de plantas CHI/FNSox 
hemicigotas y homocigotas. Los valores se expresan en µg·cm-2. 
VI: verde inmaduro, VM: verde maduro, P: pintón, RM: rojo 
maduro. Los datos se presentan como medias ± SE. Los asteriscos 
indican diferencias significativas entre hemicigotas y homocigotas 
para un mismo estadio: *: 0,05≥ p > 0,01, ** p ≤ 0,01. 

 CHI/FNSox 
 hemicigota homocigota 

Cutícula   

VI 588,5 ± 26,4 * 692,9 ± 29,9  
VM 1163,4 ± 32,0 1269,2 ± 47,0  

P 1161,4 ± 36,2 1255,9 ± 50,2  
RM 1685,2 ± 39,7  1634,8 ± 28,6 

Cutina   

VI 371,4 ± 16,7 * 442,1 ± 19,1  
VM 827,0 ± 22,8 850,2 ± 31,5  

P 815,2 ± 25,4 864,0 ± 34,5  
RM 1178,9 ± 27,8  1103,8 ± 19,3 * 

Polisacáridos   

VI 211,7 ± 9,5 ** 243,4 ± 10,5  
VM 305,9 ± 8,4 ** 384,4 ± 14,2  

P 307,0 ± 9,6 * 342,8 ± 13,7  
RM 440,6 ± 10,4 444,2 ± 7,8  

Ceras   

VI 5,4 ± 0,2 ** 7,4 ± 0,3  
VM 30,5 ± 0,8 * 34,6 ± 1,3  

P 39,2 ± 1,2 ** 49,1 ± 2,0  
RM 65,7 ± 1,5 ** 86,8 ± 1,5  

Fenoles   

VI 8,4 ± 0,3 **  9,8 ± 0,1  
VM 16,6 ± 0,3 ** 19,6 ± 0,5  

P 19,0 ± 0,3 * 22,8 ± 1,2  
RM 27,8 ± 1,0 31,2 ± 1,3  

 
   
 



 

 

 

 
 
 



 

 

 

 
 
  



 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




