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Evaluacion del papel de factores de transcripcion CDF como reguladores de las
permeasas AAP implicadas en el control de la particion de aminoacidos en
tomate (Solanum lycopersicum L).

Palabras clave: tomate; nitrdgeno; NUE; CDFs; AAPs; particién; aminoacidos

Resumen: Los factores de transcripcion Cycling DOF Factors (CDFs) se presentan como potenciales
reguladores de las permeasas de aminoacidos (AAPs) en el tomate (Solanum lycopersicum L.), un
cultivo horticola ampliamente consumido. Las permeasas de la familia AAP se han identificado como
transportadores clave en el control de la particién del nitrégeno asimilado en la planta, en especies
como guisante y Arabidopsis thaliana; lo que las convierte en dianas potenciales para el desarrollo de
cultivos con mayor Eficiencia en el Uso de Nitrégeno (NUE). Sin embargo, se desconocen las funciones

especificas de las diferentes AAPs en tomate, asi como su regulacién.

Este estudio se enmarca en un proyecto enfocado hacia la caracterizacion fisioldgica y
molecular del funcionamiento de las AAPs en esta especie de interés agrondmico, y ademas modelo
de cultivos con fruto carnoso. Con el objetivo de profundizar en los mecanismos de regulacion de estos
transportadores implicados en la particién de aminodcidos, en este trabajo se va a evaluar el papel de
los factores CDFs en la regulacidn de las AAPs. Estos factores han mostrado, en anteriores trabajos, su
implicacion en el metabolismo del N, asi como en la particidn de azlicares y aminodacidos al fruto. Su
sobreexpresidn da lugar a mayores producciones. No obstante, se desconoce si los transportadores de
tipo AAP podrian estar interviniendo en estos procesos. Para contrastar esta hipétesis, en este estudio
hemos empleado plantas transgénicas que sobreexpresan diferentes genes CDF. Se han analizado los
niveles relativos de expresidon de las AAPs, y se han correlacionado con la produccion de fruto. Los
resultados sefialan que estos transportadores y sus posibles factores reguladores de tipo CDF podrian
ser dianas de mucho interés en la mejora de la NUE en tomate. Esta estrategia se posiciona como un
enfoque clave para mejorar la particion de aminodcidos, abordando la necesidad imperativa de reducir
la aplicacion de fertilizantes nitrogenados en la agricultura. Con ello, al optimizar la Eficiencia en el Uso
de Nitrégeno (NUE) en condiciones de cultivo, se aspira a contribuir significativamente a la

sostenibilidad ambiental y la gestidn responsable de los recursos agricolas.

En este contexto, los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 que se
abordaran en esta investigacién serdn: el 6. Agua limpia y saneamiento, el 12. Produccién y consumo

responsables, el 13. Accién por el clima, el 14. Vida submarina y el 15. Vida de ecosistemas terrestres.
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Assessment of the role of CDF transcription factors as regulators of AAP
permeases involved in the control of amino acid partitioning in tomato (Solanum
lycopersicum L).

Key Words: tomato; nitrogen; NUE; CDFs; AAPs; partition; amino acids

Abstract: The Cycling DOF transcription Factors (CDFs) emerge as potential regulators of Amino Acid
Permeases (AAPs) in tomato (Solanum lycopersicum L.), a widely consumed horticultural crop. The
permeases from the AAP family have been identified as key transporters in controlling the partitioning
of assimilated nitrogen in plants in species such as pea and Arabidopsis thaliana, making them
potential targets for the development of crops with higher Nitrogen Use Efficiency (NUE). However,

the specific functions of the different AAPs in tomatoes, as well as their regulation, remain unknown.

This study is part of a project focused on the physiological and molecular characterization of
AAP functioning in this agronomically relevant specie, which also serves as a model for crops with
fleshy fruits. To delve into the regulation mechanisms of these transporters involved in amino acid
partitioning, this work will evaluate the role of CDF factors in AAP regulation. These factors have
shown, in previous studies, their involvement in N metabolism, as well as in sugar and amino acid
partitioning to the fruit. Their overexpression leads to higher yields. However, it is unknown whether
AAP-type transporters could be involved in these processes. To test this hypothesis, we have used
transgenic plants that overexpress different CDF genes. The relative expression levels of AAPs have
been analyzed and correlated with fruit production. The results indicate that these transporters and
their potential CDF-type regulatory factors could be targets of great interest in improving NUE in
tomato. This strategy is positioned as a key approach to enhancing amino acid partitioning, addressing
the imperative need to reduce the application of nitrogen fertilizers in agriculture. By optimizing
Nitrogen Use Efficiency (NUE) under cultivation conditions, it is hoped to significantly contribute to

environmental sustainability and responsible management of agricultural resources.

In this context, the Sustainable Development Goals (SDGs) of the 2030 Agenda that will be
addressed in this research are: 6. Clean water and sanitation, 12. Responsible consumption and

production, 13. Climate action, 14. Life below water, and 15. Life on land.
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Co-tutor: Rosa Victoria Molina Romero

Valencia, month of April 2024



AGRADECIMIENTOS

‘A mi familia por su inquebrantable apoyo emocional
y comprension a lo largo de este proceso.

A Sergio y a Savi por su valioso asesoramiento y

orientacion en la realizacion de este trabajo.’



INDICE

O 141 i o To [N oloiTo o VPP PSP PPPPPPPPPPOt 1
1.1 Desafios actuales y alternativas agricolas .......cccccoeeeiiii 1
1.2 Desarrollo de cultivares SOStenibles.........oovueiiiiiiiii i e 1

1.2.1 Relevancia del cultivo de tomate como modelo de fruto carnoso.........cccecveeeeriieeeennee. 3
1.3 Uso del nitrogeno en la planta como diana de Mejora ........coevvvvvieeeeeeeeeeeiiiccieeeeeeeeevinee. 4
1.3.1 Transportadores de aminOACIdOS .......ccoeeveiiiiiiiiiii e, 5
1.3.2 Papel de las AAPs en la optimizacion de [a NUE..............coeeeiiiiii 6
1.3.3 Papel de los CDFs en la regulacion de permeasas de aminoacidos.............cccceeeeeeeennennnnn. 8

2. OB EtIVOS. e, 9

T \V - =Y T YA 1 0= e Yo o LR PPPPPPPPRS 9
3.1 Material vegetal y condiciones de Cultivo ... 9

4. ReSUITAadOS Y diSCUSION ....uuuuueeeiieiiiiiiiiiiiiiit s 13
4.1 Efectos de la sobreexpresidn de genes CDF sobre la produccién de fruto......................... 13
4.2 Variacidn en la expresién de las permeasas en plantas sobreexpresoras de CDFs ............ 15
4.3 Busqueda de dominios de unidn Dof en la region promotora de las permeasas............... 21

D CONCIUSIONES ...ttt et e st e s et e e s s bt e e e s sttt e s et e e s ae e e s anr e e e e snnes 22

6. Referencias bibliografiCas........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e e e ra e aaaaaaaaraaaaaae 23

R Y T=Y (o L PP PP PP PP PP P PP PP PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPR 30

7.1 ANEXO I. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.....30

7.2 ANEXO Il. ANOVA multiple de los niveles de expresion de las AAP2, AAP4 y AAP6 en las distintas
0] o T =ToNq e gt T = T 61 DT PP PPPPPPPPRS 33

7.3 ANEXO lIl. Sitios de unién especificos de factores CDFs en las secuencias promotoras de los genes
LYY o T AU Lo [ F=To Lo 1 PP PPUPTPN 34



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Resumen del papel y sitio de accidon de los transportadores de aminoacidos caracterizados en

JaS PlANEAS e, 6

Figura 2. Expresion relativa de AAP1-8 en hojas (A) y frutos en desarrollo (B) de tomate de la variedad

Moneymaker bajo un aporte suficiente (barras azules) y limitado (barras naranjas) de nitrégeno....... 7

Figura 3. Valores medios de produccion (gramos de fruto/planta) en plantas sobreexpresoras de los

distintos CDFs y en la variedad MONEYMAKET. .........uvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieesesesseesrererereeresrereereerer.. 13

Figura 4. Niveles de expresion relativa de las diferentes AAPs en hoja (ho) y fruto (fr) de plantas

35S::SICDFL (IIN€AS L5 Y LIT). ittt e 16

Figura 5. Niveles de expresidn relativa de las diferentes AAPs en hojas (ho) de plantas 35S::AtCDF3
(lineas L2.1y L2.3) y 35S::SICDF3 (Iin€as L11 Y L23). ..cccoeiiiiiiieee ettt avneaee e e 17

Figura 6. Niveles de expresion relativa de las diferentes AAPs en hoja (ho) y fruto (fr) de plantas

PPC2::SICDF4 (IIN€aS L2.1 Y LB.1). ceeeuviiiiieiiiiiiieiiesiee sttt st s 18

Figura 7. Analisis de la region promotora de los genes AAP2, AAP4 y AAP6 para la identificaciéon de

elementos de unidn especificos para factores de transcripcion DOF. ...........evvvvvvvvvvvireereeeeeriereeeenennnns 21

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Volumen de uso y secuencia de cada par de cebadores. ..........ccooeeiiiii 11
Tabla 2. Programa de gRT-PCR en termociclador estandarizado en el laboratorio. ............................ 12

Tabla 3. Valores de correlacion (r) entre la produccién de fruto y la expresion relativa de las permeasas

AAP2, AAP4 y AAPG6 en los cultivares de tomate SObreexpresSores. ... .cccccccceeeeeeeeeeceeieeeceeeceeeeeeee e 19



NOMENCLATURAS Y ABREVIATURAS

35S: Promotor 35S::CaMV del virus del mosaico de la coliflor
AAPs: Permeasas de aminoacidos

At: Arabidopsis thaliana

CDF: Cycling Dof Factor

cDNA: ADN complementario

DDA: Dias después antesis

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

MM: Moneymaker

mRNA: ARN mensajero

NUE: Eficiencia en el Uso de Nitrégeno

PPC2: Promotor de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)
Sl: Solanum lycopersicum

UBI: Ubiquitina



1. Introduccion

1.1 Desafios actuales y alternativas agricolas

La Revolucién Verde, iniciada a finales de la década de 1960, representd un hito en la agricultura
al lograr incrementos notables en la produccidn de alimentos a nivel mundial. Sin embargo, el éxito de
esta transformacién no estuvo exento de originar nuevos desafios significativos, especialmente en lo
que respecta a los cultivos intensivos. A medida que la agricultura adoptd practicas mas intensivas,
como el uso masivo de fertilizantes y pesticidas, surgieron problemas ambientales y sociales que han
dejado una marca indeleble en la sostenibilidad agricola. En particular, la utilizacién excesiva de
nitrégeno en los cultivos y su asimilacidn parcial ha generado consecuencias adversas para el medio
ambiente, como la contaminacién del agua y la pérdida de biodiversidad (Galloway et al., 2003; Kant
etal., 2011). Ademas de los impactos ambientales, estas practicas resultan econdmicamente onerosas,

debido a los costes de produccién de fertilizantes quimicos (Javed et al., 2022).

En la coyuntura actual, donde el crecimiento exponencial de la poblacidon requiere estrategias
agricolas cada vez mas eficientes para satisfacer las demandas alimenticias humanas y animales, surge
la necesidad apremiante de replantear los métodos y manejos de los cultivos. Estas estrategias deben
optimizar el uso del nitrégeno, como fertilizante cuantitativamente mas importante, para mitigar los
impactos negativos asociados a la insostenibilidad de las practicas agricolas actuales (Dellero, 2020).
Concretamente, este trabajo se enfoca en abordar uno de los objetivos fundamentales derivados del
uso masivo de fertilizantes en los cultivos intensivos: la mejora en la Eficiencia del Uso de Nitrégeno

(NUE) en la agricultura.

1.2 Desarrollo de cultivares sostenibles

En el contexto del desarrollo de una agricultura de alta produccion, en condiciones de maxima
sostenibilidad, la mejora de la NUE es fundamental como pardmetro que contempla la capacidad de
las plantas de absorber y utilizar eficientemente el nitrégeno para su crecimiento y el desarrollo del
drgano cosechado (Igbal et al., 2019). Este enfoque busca equilibrar la produccién de alimentos de
elevada calidad organoléptica, minimizando los impactos ambientales y optimizando el uso de

recursos econémicos.

La NUE, definida como la cantidad maxima de biomasa cosechada obtenida a partir de una
cantidad especifica de nitrégeno suministrado (Moll et al., 1982), se desglosa en dos componentes
clave: la Eficiencia en la Absorcién de Nitrogeno (NUpE) y la Eficiencia en la Utilizacion de Nitrégeno

(NUtE). La NUpE abarca la capacidad de las plantas para absorber nitrégeno del suelo, mientras que la



NUtE refleja la utilizacién eficiente de este nitrégeno en el desarrollo del drgano cosechado (van
Buereny Struik, 2017). La NUtE integra procesos fisiolégicos diversos, como la asimilacion de nitrégeno
inorganico para la produccién de aminoacidos, la capacidad de almacenamiento y removilizacién de

nitrégeno, y la particion de nitrégeno a los sumideros de la planta (Igbal et al., 2019).

Hasta la fecha, los esfuerzos destinados a mejorar la NUE en cultivos han priorizado procesos
vinculados a la absorcién de nitrégeno inorgdnico, la asimilacidon de nitrato y amonio, asi como al
reciclaje de nitrégeno organico (Masclaux-Daubresse et al.,, 2010; Liu et al., 2022). La absorcion
predominante de nitréogeno inorgdnico, especialmente en forma de nitrato, y su subsiguiente
asimilacién en las hojas, representan procesos cruciales para la eficiencia en la utilizacidn de nitrégeno.
Por este motivo, se han llevado a cabo numerosos estudios relacionados con los transportadores de
nitrato (Li et al., 2010; Fan et al., 2017; Aluko et al., 2023). Cabe destacar el trabajo de Aluko et al.
(2023), en el que se subraya el notable potencial exhibido por el empleo de los transportadores de
nitrato para mejorar la eficiencia en la absorcidn y utilizacion del nitrégeno por parte de las plantas.
Con ello, estos transportadores se han propuesto también como dianas en programas de mejora de
cultivos. Ademas, la removilizacién del nitrégeno almacenado y la regulacién de genes clave, tales
como la glutamina sintetasa citosolica (GS1), la glutamato deshidrogenasa (GDH) y la asparagina

sintetasa (AS), desempefan un papel esencial en estos procesos (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

Sin embargo, a pesar de las correlaciones positivas entre la expresidon de genes clave y la NUE
en diversos cultivos (Fan et al., 2016; Fang et al., 2017), se observan resultados inconsistentes
atribuidos a regulaciones metabdlicas y post-transcripcionales, asi como a variaciones en funcién de

los niveles de disponibilidad de nitrégeno (Cohen et al., 2019).

Aunque se han identificado genes responsables de la NUE en el tomate, la mayoria de los
esfuerzos se han enfocado exclusivamente en los mecanismos de absorcidn de nitrégeno en las raices
(Abenavoli et al., 2016; Albornoz et al., 2018; Gonzalez-Hernandez et al., 2020). Sin embargo, no se
dispone de informacion sobre los factores moleculares que influyen en la particién del nitréogeno
asimilado hacia los sumideros y su correspondiente regulacién. Este panorama resalta la complejidad
y la necesidad de una comprensién mas holistica para progresar, de manera eficiente, en la mejora de

la NUE en el tomate.

El presente trabajo se enmarca en un proyecto que propone una estrategia menos explorada,
pero potencialmente influyente, para incrementar la cantidad de nitrégeno distribuido a los frutos en
el tomate, centrada en el transporte de nitrégeno asimilado dentro de la planta. Se busca comprender
y modular la regulacién de los procesos de transporte de aminodcidos, a nivel de las permeasas de

aminoacidos (AAPs), con el objetivo de desarrollar cultivares de tomate con una NUE mejorada. Por lo



tanto, este enfoque innovador ofrece nuevas perspectivas para maximizar la eficiencia en el uso de

nutrientes en los cultivos de tomate.

Concretamente, en este trabajo, se pretende evaluar el papel de los factores de transcripcién
CDF en la regulacion de la expresion de las permeasas AAP. Los CDFs (Cycling Dof Factors), son una
familia de factores de tipo DOF, identificados como reguladores de la particiéon de nitrégeno y la
eficiencia en el uso de nutrientes en tomate (Renau-Morata et al., 2020; Dominguez-Figueroa et al.,
2021). Por ello, una comprensiéon mas precisa de la interaccion entre los CDFs y las permeasas se espera

gue contribuya a la optimizacion de la NUE en esta especie.

1.2.1 Relevancia del cultivo de tomate como modelo de fruto carnoso

La posicidn preeminente del tomate (Solanum lycopersicum L.) como modelo de fruto carnoso
adquiere una relevancia excepcional en el contexto de la mejora agricola, dada su destacada condicidn
como el segundo cultivo horticola mas producido y consumido a nivel mundial (FAOSTAT, 2021). Este
cultivo ha sido objeto de extensos estudios debido a su perfil nutricional y fitoquimico distintivo,
posicionandose como un modelo de gran valor para la investigacion en frutos carnosos (Kimura y

Sinha, 2008).

Asimismo, el tomate se erige como una eleccién ideal para liderar estrategias de mejora
agricola, dada su estrecha relacion genética con otras especies de la familia Solanaceae, como la papa
(Solanum tuberosum L.) y la berenjena (Solanum melongena L.) (Ganaie et al., 2018). Esto facilita la
transferencia de conocimientos entre diferentes especies, a la vez que genera informacién crucial

sobre la regulaciéon génica y la evolucién de caracteristicas especificas de frutos carnosos.

Debido a la calidad organoléptica y nutricional del fruto, por su riqueza en antioxidantes como
el licopeno (Gerszberg et al., 2015), el tomate es un componente esencial en la dieta mediterrdneay
constituye un foco de investigacién en relacién con su impacto en la salud humana (Giovannucci, 1999;

Raoy Agarwal, 1999).

Con ello, suimportancia en la dieta mediterranea resalta la necesidad apremiante de optimizar
la NUE de este cultivo. Es importante que la produccidn agricola intensiva no comprometa la calidad
del agua ni afecte negativamente al ecosistema (Fraiture y Wichelns, 2010); por lo que, el tomate,
como cultivo emblematico de la regién, desempefia un papel crucial en la promocién de practicas

agrondmicas responsables y sostenibles.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, la investigacidon en tomate no sélo aborda interrogantes

fundamentales en biologia vegetal, sino que también tiene aplicaciones practicas en la mejora de



cultivos. Su combinacién Unica de caracteristicas genéticas, relevancia econdmica, impacto en la salud
humana y contribucion a la sostenibilidad agrondmica, lo consolida como un organismo modelo
invaluable y versatil en la investigacién agrondmica y bioldgica, especialmente en el contexto de la

optimizacion de la Eficiencia en el Uso de Nitrégeno (NUE).

1.3  Uso del nitrégeno en la planta como diana de mejora

El nitrégeno (N) representa un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas, siendo un componente critico de moléculas bioldgicas fundamentales como aminoacidos y
acidos nucleicos (Marschner, 1995). Ademas, desempefia un papel crucial en procesos bioldgicos
vitales como la fotosintesis, puesto que es un elemento presente en las moléculas de clorofila y
enzimas del ciclo de Calvin, especialmente en la Rubisco. Por lo tanto, la importancia del nitrégeno se
extiende a su participacidon directa en la sintesis de proteinas, componentes esenciales de las
estructuras celulares, y su contribucion a la formacion de coenzimas y pigmentos (Liu et al., 2014; Yao

et al., 2020).

La particion eficiente del nitrégeno en las plantas se presenta como un proceso crucial que
estd intrinsecamente vinculado al metabolismo de C/N (Martin et al, 2002). Este comienza con la
absorcion de nitrégeno del suelo, principalmente en forma de nitrato. De forma general, es
transportado por el xilema hasta las hojas, donde se convierte en aminoacidos. Para ello, inicialmente
es reducido a amonio y, posteriormente, la accién coordinada de la glutamina sintetasa (GS2) y la
glutamato sintasa (GOGAT) (Higashi et al., 1998) facilita su asimilacion como glutamato o glutamina.
Estas reacciones requieren esqueletos de carbono para la incorporacion de N inorgdnico en las
moléculas orgdnicas (Krapp et al., 2005). Cabe destacar que, la glutamina y el glutamato, junto con la
asparagina y el aspartato, son las principales formas de N asimilado, distribuido por la planta a través

del floema para sustentar el crecimiento de los diferentes sumideros.

La eficiente removilizacién del nitrégeno almacenado y su redistribucién hacia érganos de
crecimiento, como frutos y semillas, son también aspectos cruciales dentro del complejo metabolismo
del nitrogeno. Durante procesos como la senescencia, la protedlisis y la autofagia, se activan
mecanismos para liberar nitrégeno almacenado en forma de proteinas y otros compuestos
nitrogenados (Havé et al., 2017). En este contexto, es preciso reincidir en el papel de los metabolitos
de carbono como reguladores de la particion del nitrégeno, dado que la interaccién entre ambos
metabolismos es esencial para el rendimiento y la calidad de los productos cosechados (Lawlor et al.,

2002).



En consonancia con esto, el enfoque especifico de este estudio recae precisamente en
comprender y mejorar la particion del nitrégeno en el tomate, con énfasis en las permeasas de

aminoacidos.

1.3.1 Transportadores de aminoacidos

En plantas, los transportadores que posibilitan el transporte intra o intercelular de
aminodcidos se dividen en dos categorias principales segun su secuencia: los transportadores AAAP
(Permeasa de Aminoacidos/Auxina) y los APC (aminoacido-poliamina y colina) (Okumoto y Pilot, 2011).
El primer grupo se subdivide, segun la especificidad de los aminoacidos transportados, en: permeasas
generales de aminodcidos (AAPs), transportadores de lisina e histidina (LHTs), transportadores de
acido gamma-aminobutirico (GATs), transportadores de prolina (ProTs), transportadores de acido
indol-3-acético (AUXs), transportadores de aminoacidos neutros y aromaticos (ANT), y las llamadas
'proteinas similares a transportadores de aminoacidos' (Ortiz-Lopez et al., 2000; Okumoto y Pilot,
2011; Alzaharani, 2021). En cuanto a los APC, se clasifican en transportadores de aminoacidos
cationicos (CATs), 'transportadores de aminoacidos/colina' (ACTs) y 'symporters de poliaminas H+'

(PHSs) (Okumoto y Pilot, 2011).

Investigaciones anteriores han profundizado en la funcién de algunos de estos transportadores
en Arabidopsis y otras especies (Figura 1). Por ejemplo, ciertos LHT, como AtLHT1, participan en la
absorcion de nitrégeno del suelo; mientras que ProTs como AtProT1, AtProT2 y AtProT3 muestran
expresiones especificas en distintos tejidos, como raices, partes aéreas y epidermis de las hojas (Chen

y Bush, 1997; Grallath et al., 2005).

Los transportadores de aminoacidos catiénicos (CATs), como CAT2 vinculado al
almacenamiento en vacuola, y CAT6 presente en la membrana plasmadtica, se expresan en diversos

sumideros (Su et al., 2004; Hammes et al., 2006).

También es relevante destacar la subfamilia de transportadores recientemente identificada,
conocida como UMAMIT ('Usually Multiple Acids Move In and out Transporter'). Esta subfamilia
interviene durante el desarrollo de la semilla y participa en el transporte de aminodacidos en el floema
(Figura 1), mostrando respuestas a la regulacién ambiental, como una represién en la expresion por la

deficiencia de nitrégeno (Besnard et al., 2018; Yao et al., 2020; Zhao et al., 2021).
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Figura 1. Resumen del papel y sitio de accion de los transportadores de aminodcidos
caracterizados en las plantas.

Se incluyen transportadores involucrados en la absorcidn y exportaciéon de aminodcidos en las
células de la raiz, la transferencia xilema-floema, el transporte intracelular, la carga del floema,
el desarrollo de flores y la descarga en semillas. Las flechas negras que cruzan las cajas blancas
redondeadas se refieren a la direccion del transporte cuando se conoce. (De Yao et al., 2020;
bajo licencia CC BY 4.0)

De la amplia diversidad de transportadores todavia susceptibles de estudio, esta investigacion
se enfoca de manera especifica en las AAPs, reconocidas como los principales transportadores en la
distribucién de aminodacidos en la planta. La subfamilia AAP, compuesta por 8 genes en Arabidopsis
(AAP1-8), exhibe afinidad por aminoacidos neutros y acidos, aunque ciertos miembros también son
capaces de transportar aminodacidos basicos (Okumoto et al., 2002; Tegeder y Rentsch, 2010). Con ello,
la comprensién de la funcidn y regulacién de estas permeasas es crucial para optimizar la NUE, por su

papel en la particion de aminoacidos en la planta.

1.3.2 Papel de las AAPs en la optimizacion de la NUE

Estudios en guisante, arroz y soja, han destacado la mejora en la capacidad de absorcion de N
y transporte de aminoacidos mediante la sobreexpresion de permeasas AAP1 y AAP6 en diferentes
tejidos bajo condiciones variables de suministro de N (Dellero, 2020). Ademas, la sobreexpresion de

PsAAP1 en guisante aumentd significativamente el transporte de aminoacidos, la produccién de



semillas y la NUE bajo suministro de N variable (Perchlik y Tegeder, 2017). No obstante, el estudio de
Perchlik y Tegeder (2018) muestra resultados contrastantes, dado que se obtuvo una mejora
significativa en la NUE con la inactivacién o ‘knockout’ del gen AtAAP2 en Arabidopsis, exhibiendo una
mayor tasa fotosintética y transporte de aminodcidos hacia los sumideros. Con todo ello, estas
variaciones evidencian la complejidad de los mecanismos de regulacion especificos de cada especie y

su respuesta a tensiones nutricionales.

En este contexto, el estudio de Tegeder y Masclaux-Daubresse (2017) ha permitido demostrar
gue las AAPs participan en la carga apoplastica de aminodcidos y otros compuestos nitrogenados al
floema desde las hojas; lo que desempefa un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de los
sumideros de las plantas. En este proceso se ha visto que la AAP6, junto con otros transportadores de
nitrato localizados en el parénquima del xilema a lo largo de la ruta de transporte, juega funciones
cruciales en la recuperacién de nitrégeno desde el xilema, asi como en la eficiente transferencia
xilema-floema. Por otro lado, la AAP2, expresada en el floema, también desempeiia un papel
fundamental en la transferencia de aminoacidos desde el xilema hasta el floema. (Hunt et al., 2010; Li

et al., 2010).

En lo que respecta al tomate, a pesar de su importancia como cultivo y modelo de fruto
carnoso, la informacién sobre las permeasas involucradas en la particion de aminodacidos desde las
hojas hasta el fruto es muy limitada. Sin embargo, gracias a la reciente identificacion de 88 permeasas
de las familias AAAP y APC en el tomate, existe una base para la caracterizacidn funcional de las
permeasas AAP en esta especie (Alzahrani, 2021). Estudios preliminares en nuestro laboratorio
revelaron que entre las 8 permeasas, la AAP2, AAP4 y AAP6 mostraron los niveles de expresidon mas
altos tanto en hojas maduras como en frutos en crecimiento, sugiriendo su papel clave en la carga del

floema en hojas y descarga en frutos (Figura 2, Ay B).
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Figura 2. Expresion relativa de AAP1-8 en hojas (A) y frutos en desarrollo (B) de tomate de la
variedad Moneymaker bajo un aporte suficiente (barras azules) y limitado (barras naranjas)
de nitrogeno.

Las barras representan el error medio * ES.



Aunque se ha avanzado en la comprensiéon de la funcidn de transportadores como SUT vy
SWEET en la carga y descarga apoplastica de azlcares, y su impacto positivo tanto en el metabolismo
C/N como la mejora del desarrollo del fruto (Gautam et al. 2022); el papel de las AAPs en la
optimizacion de la Eficiencia en el Uso de Nitrégeno (NUE) ha sido menos estudiado y constituye un

area de investigacion relevante.

1.3.3 Papel de los CDFs en la regulacion de permeasas de aminodcidos

Los factores de transcripcion de tipo DOF (DNA-binding with One Finger) son factores
especificos de plantas que poseen un dominio de unién al DNA altamente conservado, caracterizado
por un solo dedo de zinc C2-C2 (Yanagisawa, 2004). Estas proteinas han sido identificadas durante la
ultima década en diversas plantas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas; como maiz, cebada,
trigo, arroz, tabaco, Arabidopsis, calabaza, papa y guisante. Su funcidn principal radica en actuar como
activadores o represores de la transcripcion, participando en diversos procesos bioldgicos especificos
de las plantas, como la tolerancia al estrés abidtico y el tiempo de floracion, ademas de en el

crecimiento y desarrollo del fruto (Renau-Morata et al., 2017).

Dentro de los genes DOF, existe un grupo, los Cycling DOF Factors (CDF), que presenta una
oscilacion diaria en su expresién (Dominguez-Figueroa et al., 2021). Inicialmente, se describieron como
implicados en la regulacién de la floracién por fotoperiodo en Arabidopsis, ademas de en las respuestas
de la planta a estreses abidticos (Fornara et al., 2009, 2015). Mas recientemente, nuestro grupo ha
demostrado que los factores de transcripcion CDF son reguladores directos o indirectos de procesos
asociados con la asimilacion de carbono y nitrégeno, asi como su particion en la planta (Renau-Morata
etal., 2020; 2021; Dominguez-Figueroa et al., 2021). En particular, CDF3 y CDF4 desempeiian funciones
importantes en el control del metabolismo C/N y la asimilacion de nutrientes en tomate.
Concretamente, se ha observado que la sobreexpresién de CDF3 conduce a un aumento significativo
en la produccion de biomasa, rendimiento y calidad del fruto (Renau-Morata et al., 2017); mientras
gue la sobreexpresion especifica de CDF4 en el fruto resulta en un aumento en la fuerza del sumidero
y el desarrollo de frutos mas grandes con mayores contenidos de aminoacidos (Renau-Morata et al.,

2020).

Se ha descrito que plantas con niveles alterados en estos genes muestran cambios
significativos en los niveles de azucares y aminodcidos en hojas y frutos; sugiriendo un posible papel
de los CDFs como reguladores de los mecanismos moleculares asociados al transporte de dichos
compuestos. Consecuentemente, se plantea como hipétesis que los CDFs presentan un potencial papel
regulador de la particién de aminodcidos en el tomate a través de la modulacién de genes AAP. La

caracterizacién molecular y fisioldgica de genotipos transgénicos con niveles alterados de CDFs que se



emplean en este estudio, como PPC2::SICDF4, 35S::SICDF1, 355::SICDF3 y 355::AtCDF3, proporcionara
una comprensidon mas profunda de la relacidon entre estos factores de transcripcion y las permeasas
AAP2, AAP4 y AAP6, como permeasas mayormente expresadas en hojas y frutos. Ademas, la
correlacién de datos de rendimiento productivo con la expresidn de AAPs en genotipos con genes CDF

alterados, contribuird a identificar el impacto de los CDFs en la particién y el crecimiento de la planta.

2. Objetivos

El objetivo general del estudio consiste en comprobar si los factores de transcripcion CDF
presentan un papel regulador en la particion de N mediante el control de las permeasas AAP en
tomate.

La consecucion del objetivo general conlleva alcanzar los objetivos parciales detallados a
continuacioén:

- Estudiar la expresion de las diferentes permeasas (AAP2, AAP4 y AAP6) en plantas de

tomate sobreexpresoras de genes CDFs (lineas transformadas CDF1, CDF3 o CDF4).

- Analizar la correlacién entre la produccion de fruto en la planta y la expresion de las AAPs.

- Investigar la existencia de sitios de unién especificos de CDFs en los promotores de los genes

de las AAPs en estudio.

Cabe afiadir que el resultado esperado de este proyecto contribuird positivamente con cinco de
los ODS ("Objetivos de desarrollo sostenible") de la ONU. Entre ellos, destacan los ODS 6, 12 y 15,
relacionados con la sostenibilidad; puesto que el proyecto pretende disminuir el impacto ambiental
qgue conlleva la produccién agricola, mediante el empleo de practicas sostenibles que reduzcan la

contaminacion del agua, el uso de fertilizantes y, por ende, eviten la pérdida de biodiversidad.

3. Material y métodos

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

En este estudio se emplearon genotipos transgénicos de tomate con niveles de expresién de genes

CDF alterados. Concretamente, se emplean las lineas:

- Cultivar Moneymaker (MM), empleado como control.

- Plantas que sobreexpresan el gen CDF4 de tomate (SICDF4, lineas L2.1 y L6.1))
especificamente en fruto, bajo el control del promotor PPC2 (fosfoenolpiruvato
carboxilasa).

- Plantas que sobreexpresan el gen CDF1 de tomate (SICDF1) bajo el control del promotor

35S::CaMV (lineas L5 y L11).



- Plantas que sobreexpresan el gen CDF3 de tomate (SICDF3, lineas L2.1 y L2.3) o de
Arabidopsis thaliana (AtCDF3, lineas L11.2 y L23.3) bajo el control del promotor 35S::CaMV.

Las semillas de estos genotipos se esterilizaron con una disolucién de lejia comercial al 15%,
se lavaron tres veces con agua destilada, y se repartieron en placas Petri con papel de filtro para su
germinacidn. Dichas placas se introdujeron durante una semana en una cdmara de cultivo tipo fitotron
a 24°C, con aireacién, luz y humedad adecuadas para su germinacidon. Posteriormente, fueron
trasladadas a bandejas de alveolos con sustrato universal durante 3-4 semanas en cdmaras de cultivo
(25/20°C y 16/8 h luz/oscuridad) y, a continuacion, se trasplantaron en macetas de 15 L con fibra de
coco. Las plantas se cultivaron en condiciones de invernadero, recibiendo riegos con solucién nutritiva
Hoagland n22 (Hoagland y Arnon, 1950), bajo practicas de manejo estandar, durante 140 dias hasta la

fase reproductiva.

Se realizaron muestreos de hojas jovenes maduras (32 - 42 hoja desde el apice) y frutos verdes
en desarrollo (10-15 DDA), en el dia 110 del cultivo. Se recolectaron tres réplicas (a excepcion del
ensayo de CDF4, donde se recolectaron cuatro réplicas) de material bioldgico de ambos érganos en

plantas distintas, congelando rapidamente en nitrégeno liquido y almacenando a -80°C hasta su uso.

Adicionalmente, el cultivo se mantuvo hasta el desarrollo del 42 racimo con el fin de medir la
produccidn total de cada planta. Esto permitié establecer el valor medio de producciéon de cada
genotipo y llevar a cabo las correlaciones con los valores de expresion relativa de mRNA de las

diferentes AAPs.

Concretamente, para cada genotipo y drgano estudiado, se tipificaron los datos de expresion
relativa de las tres AAPs y se evalud la existencia de correlacién con el valor medio de gramos de

tomate producidos en cada una de las lineas correspondientes.
3.2 Extraccion de RNA

Las muestras almacenadas a -80°C fueron trituradas en un mortero empleando nitrégeno

liquido, obteniéndose polvo de los diferentes érganos.

Se emplearon 100 mg de hoja joven y 300 mg de fruto verde para las extracciones de RNA. La
extraccién de RNA se llevé a cabo mediante el kit Total Plant RNA Mini KIT (IBI SCIENTIFIC, Espafiia),
siguiendo el protocolo descrito por la marca, con ciertas modificaciones. La determinacion de la
concentracién de RNA se realizd mediante un espectrofotometro Epoch (Biotek). Ademas, se
comprobd su calidad midiendo las ratios de absorbancia 260/280 y 260/230, referentes a una posible
contaminacidon por proteinas, fenoles, guanidina o carbohidratos. La mayoria de las muestras

presentaron valores ajustados a los rangos de calidad requeridos: alrededor de 2 para el ratio 260/280
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y entre 2 y 2,2 para el 260/230 (datos no mostrados). No obstante, en muestras de fruto
correspondientes a MM y L5 de plantas sobreexpresoras CDF1, fue necesario llevar a cabo una
precipitacién con LiCl para concentrar el RNA obtenido e incrementar la calidad de las muestras,

normalizando ciertos ratios que mostraban una calidad insuficiente.

3.3 Sintesis de cDNA

La retrotranscripcion de RNA a cDNA se realiza siguiendo el protocolo del Prime Script RT Kit
(Takara). La sintesis se efectiia en un termociclador (Modelo Bio-Rad) manteniendo los tubos a 37°C
durante 15 minutos, seguido de 5 segundos a 85°C para inactivar la transcripcidén reversa con un
tratamiento térmico. Con todo ello, se obtienen 10 pL de cDNA, con una concentracion de 100 ng/uL,
posteriormente diluida hasta 10 ng/uL (dilucién 1:10); lo que permite obtener la cantidad de cDNA

necesaria para llevar a cabo las reacciones siguientes.
3.4 Medidas de expresion mediante qRT-PCR

Las reacciones de qRT-PCR (“quantitative real-time PCR”) se realizan en un termociclador CFX
Connect 96 (Bio-Rad). Se emplearon 20 ng de cDNA por reaccién y el mix TB Green Premix Ex Taq
(Takara) en un volumen de reaccién de 10 pL. Los cebadores utilizados fueron previamente disefiados
en el laboratorio, y se comprobd su eficiencia para la amplificacion especifica de cada uno de los genes
de interés. Las concentraciones optimizadas del par de cebadores de cada gen estan recogidas en la

Tabla 1.

Tabla 1. Volumen de uso y secuencia de cada par de cebadores.

GEN [STOCK] (0M) FW (ul) RV (uL) SECUENCIA
FW: AAGCAATGGATGCTGAGGCT
UBIQUITINA3 5 0,75 0,25
RV: GAAGGTGCCGTTGAATGACA
FW: TGGTGCTGACTTCGTTGTTG
GAPDH 5 0,2 0,2
RV: CCACAACAAACATGGGAGCA
FW: CTTAGTGGTGCTTGCCTTGT
AAP2 5 0,6 0,6
RV: TCCAGCAAAAGAACCAGCAG
FW: GAGCTGGACTTGTTTGATCGT
AAP4 5 0,4 0,4
RV: ATCAGTTGCAAGTCCCTGGAT
FW: GGAGCTTGGACAAGAAAATGG
AAP6 5 0,6 0,6

RV: TTGATCCAATCAACCCCAGT
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Se analizd la expresién de los genes AAP2, AAP4 y AAP6, considerando que en resultados
previos mostraron los mayores niveles de expresion en hojas y frutos de tomate. Para los experimentos
de CDF1 vy CDF4, se empled el gen de la UBIQUITINA3 (Hoffman et al., 1991) como gen de referencia
interno (“housekeeping”), mientras que para CDF3 se empled como constitutivo el gen GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Lgvdal et al. 2009). Ambos genes presentan una eficiencia
equivalente de amplificacién en las condiciones de ensayo del laboratorio, y se emplean
indistintamente en la normalizacién de la expresién de genes. Las condiciones de amplificacidn se
muestran en la Tabla 2. Para cada gen AAP, en CDF1 se analizaron tres genotipos, dos lineas de tomate
transformadas (L5 y L11) frente a MM, y cada uno con tres réplicas bioldgicas representadas por tres
réplicas técnicas, para ambos drganos. En CDF3, se analizaron tres réplicas biolégicas de cada genotipo
(MM, L2.1,1L2.3.1,L11.2 y L23.32) en hoja, con sus tres réplicas técnicas correspondientes; y para CDF4
se procedid de forma andloga a CDF1, pero empleando 4 réplicas bioldgicas para cada genotipo
estudiado (MM, L2.1y L6.1). El analisis de expresién relativa o contenido relativo de mRNA se realizé

siguiendo el método de 2-AACT (Livak y Schmittgen, 2001).

Tabla 2. Programa de qRT-PCR en termociclador estandarizado en el laboratorio.

1. 95°C durante 30 segundos.
2. 40 CICLOS de:
» 95°C durante 5 segundos.
» 60°C durante 30 segundos.
3. 95°C durante 10 segundos.
4. Obtencidn de la Melting Curve:

Incremento de temperatura de 0,5°C cada 5 segundos
desde 65°C hasta 95°C.

3.5 Analisis estadistico

Para identificar diferencias significativas en los niveles de expresion de los genes analizados con
respecto a MM, se analizaron los datos mediante pruebas de ANOVA simple y multifactorial con el
programa Statgraphics Centurion 19 Version 19.6.03 (64-bit). La separacion de medias se realizd
mediante el LSD (Least Significant Difference) (P<0.05). También se realizd un analisis de correlaciones

mediante el programa Statgraphics.
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4,

Resultados y discusion

4.1 Efectos de la sobreexpresion de genes CDF sobre la produccién de fruto

Tal y como se ha descrito previamente, se midié la produccién total de cada planta al

alcanzarse el desarrollo del 42 racimo, para analizar el efecto de la sobreexpresion de los genes CDF

sobre dicho parametro. En la Figura 3, se muestra el valor medio de produccién de cada genotipo, con

respecto a la linea MM control empleada en cada experimento concreto.
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Figura 3. Valores medios de produccién (gramos de fruto/planta) en plantas sobreexpresoras

de los distintos CDFs y en la variedad Moneymaker.

Las barras representan el error medio * ES. Letras distintas indican diferencias significativas

(p < 0.05).

Los resultados obtenidos muestran que los gramos de tomate producidos por las lineas

transgénicas son, en los tres experimentos, significativamente superiores a los de las lineas control de

la variedad MM. Esto indica que la sobreexpresion de genes CDF lleva asociado un incremento de la

cosecha, sugiriendo un potencial papel regulador en el crecimiento del fruto en plantas de tomate.

En un trabajo previo de Renau-Morata et al. (2020), se caracterizd la funcion fisiolégica del gen

CDF4 empleando plantas de tomate que lo sobreexpresaban especificamente en el fruto en desarrollo.
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Los resultados obtenidos mostraron un aumento sustancial en el tamafio del fruto en las lineas
transgénicas, lo que contribuyd a un rendimiento global superior de las plantas comparadas con el
cultivar no transformado. Se describié que el mayor crecimiento del fruto se sostenia en una mayor
capacidad de divisién y crecimiento celular, asi como en una mayor capacidad de sumidero de azucares
y agua. Ademads, se evidencié que el gen SICDF4 indujo la acumulacién del contenido de giberelina GA4
en los frutos, especialmente durante la fase de expansion celular; lo que sefiala la participacién de

SICDF4 en procesos hormonales clave vinculados al crecimiento del fruto.

Otro aspecto destacado fue la modificacién significativa de compuestos de carbono
relacionados con la calidad del tomate, debido a la sobreexpresion de SICDF4 en el fruto (Renau-
Morata et al., 2020). Concretamente, se observé un aumento en el contenido de dcido malico y una
disminucion en los niveles de acido citrico y glucosa en los frutos transgénicos, lo que resulta en un
ratio acido malico/4cido citrico mas alto y una relaciéon de equivalentes de sacarosa/acido citrico
también mas elevada. Estos cambios se correlacionan con una percepcién sensorial alterada en los
frutos. Ademads, se detecté un aumento en los niveles de GABA (acido gamma-aminobutirico) y
glutamina, asi como una mayor expresion del gen GAD2 (glutamato descarboxilasa 2), lo que sugiere
una modificacidon en el transporte y metabolismo de aminodcidos en los frutos transgénicos. En
sintesis, la sobreexpresién de SICDF4 altera la composicidn de los compuestos de carbono relacionados

con la calidad del fruto, influyendo en su sabor y valor nutricional.

En lo que respecta a estudios anteriores sobre el papel regulador del gen SICDF3 en la particion
de aminodcidos hacia el fruto, el estudio de Renau-Morata et al. (2017) destaca por su andlisis de la
funcién del gen en condiciones de estrés; con el propdsito de comprender su participacion en las
respuestas de crecimiento y produccion frente al estrés abidtico, ademas de comparar su efecto con

el gen ortélogo AtCDF3 de Arabidopsis.

Para examinar su funcién y efecto en el crecimiento y produccién vegetal, se evaluaron plantas
con sobreexpresion de CDF3 bajo estrés salino y bajo condiciones control. Tanto las plantas de tomate
con sobreexpresion de AtCDF3, como las que sobreexpresaban SICDF3, mostraron un incremento
significativo en la produccién de cosecha en ambos contextos de cultivo. Ademas, presentaron una
mayor capacidad fotosintética y acumulacion total de biomasa, subrayando la elevada correlacion
entre ambos parametros, e indicando que el aumento en la fotosintesis es el factor principal que
impulsa un mayor crecimiento en plantas con sobreexpresion de los genes CDF3 (Renau-Morata et al.,

2017).
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Por otra parte, el analisis transcriptdmico reveld diferencias significativas en la expresidn génica
entre las plantas transgénicas y no transgénicas, especialmente en genes como los de las chaperonas
DNAJy latiorredoxina TRX, implicados en la regulacién de procesos redox; asi como en los genes PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxiquinasa) y GAD, relacionados con el metabolismo de aminoacidos (Renau-
Morata et al., 2017). Concretamente, se observaron cambios en el metabolismo de carbono vy
nitréogeno, con niveles elevados de sacarosa y aminoacidos, indicando una mejora en la asimilacién de
ambos elementos. Este fendmeno permitié que las plantas transgénicas mantuvieran niveles de
crecimiento y rendimiento superiores a las no transgénicas. En resumen, la sobreexpresidn del gen
SICDF3 en tomate incrementd notablemente la cosecha en base a una mayor fotosintesis y particion
de fotoasimilados al fruto. En un trabajo posterior (Dominguez-Figueroa et al., 2020) la sobreexpresién
del gen AtCDF3 indujo una mayor NUE en condiciones de aporte limitado de N, destacando el posible

papel de este factor en el control de la particion de N y C asimilado al fruto.

Por lo tanto, los resultados de este estudio apoyan las hipdtesis planteadas en estudios previos
sobre la intervencién de los genes CDF en la regulacidn de la particién de aminodcidos. Ademas, la
presente investigacién contribuye con nuevos conocimientos al incorporar lineas que sobreexpresan

el gen CDF1 de tomate, que no han sido caracterizadas, en detalle, previamente.

4.2 Variacion en la expresion de las permeasas en plantas sobreexpresoras de CDFs

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacidon funcional de los CDFs descritos, y
comprobar si su efecto en la particién de aminoacidos es controlado a través de las permeasas AAP,
se emplearon lineas sobreexpresoras para estudiar la expresién relativa (ExpRel) del mRNA de los
genes AAP2, AAP4 y AAP6; dada su mayor participacién en el transporte de aminoacidos hasta el fruto

y su carga en el floema, segun indican datos preliminares de nuestro laboratorio.

El analisis llevado a cabo en muestras de hoja y fruto, como principal fuente y sumidero,
respectivamente, de plantas sobreexpresoras de CDF1, permite observar medias de expresion relativa
de las AAPs consistentemente superiores a las del testigo (Figura 4). No obstante, debido a la elevada

variabilidad muestral, no aparecen diferencias significativas con la linea control.
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Figura 4. Niveles de expresion relativa de las diferentes AAPs en hoja (ho)y fruto (fr) de plantas
35S::SICDF1 (lineas L5 y L11).

La expresion de cada gen se ha normalizado con el valor de expresion de plantas control de la
variedad Moneymaker. Las barras representan el error medio + ES. Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05).

Al estudiar el efecto global de la sobreexpresién del factor de transcripciéon CDF1, mediante un
ANOVA multifactorial (Tabla S2 del ANEXO Il), que considera el efecto transgén y el 6rgano analizado,
se observa un incremento significativo en la expresion relativa de las AAPs, en las plantas transgénicas,

con independencia del 6rgano que se estudie.

Con respecto al analisis llevado a cabo en las hojas fuente de las lineas sobreexpresoras de
CDF3, observamos que, en algunas de las lineas sobreexpresoras, si que existe una mayor expresion
de la permeasa AAP6. La expresién de la permeasa AAP4, aunque muestra valores consistentemente
superiores de expresioén en las plantas transgénica, las diferencias no resultan significativas. Existe una

gran variabilidad entre réplicas (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de expresién relativa de las diferentes AAPs en hojas (ho) de plantas
35S::AtCDF3 (lineas L2.1y L2.3) y 35S::SICDF3 (lineas L11 y L23).

La expresion de cada gen se ha normalizado con el valor de expresion de plantas control de la
variedad Moneymaker. Las barras representan el error medio * ES. Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05).

La expresion relativa diferencial de la AAP6 en genotipos 35S5::SICDF3 (L11y L23) sugiere que estas
lineas presentan una capacidad superior a la del control en la carga de aminodacidos al floema a través
de esta permeasa en las hojas, permitiendo asi su posterior exportacion. Este fenédmeno también

puede observarse en la linea L2.1, mediante la sobreexpresion del gen AtCDF3.

Con respecto al factor de transcripcion CDF4, se puede observar una expresion relativa
diferencial entre genotipos para la AAP4 en hoja y para la AAP6 en fruto. Los niveles de expresién para
la AAP2, aunque con valores medios superiores de forma consistente, no presentan diferencias

significativas con el control. Se observa, de nuevo, una gran variabilidad muestral.
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Figura 6. Niveles de expresion relativa de las diferentes AAPs en hoja (ho) y fruto (fr) de plantas
PPC2::SICDF4 (lineas L2.1 y L6.1).
La expresion de cada gen se ha normalizado con el valor de expresion de plantas control de la
variedad Moneymaker. Las barras representan el error medio + ES. Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05).

La mayor expresion de AAP4 en hojay de AAP6 en fruto de plantas PPC2::SICDF4 de la L2 (L2ho
y L2fr), podria indicar que los frutos de esta linea, con una mayor fuerza de sumidero, presentan una
mayor capacidad de descarga de aminodcidos del floema en fruto utilizando el transportador AAP6.
Esta mayor fuerza de sumidero estaria correlacionada con una mayor carga del floema en hoja, a través
de la AAP4. No obstante, dados los valores medios superiores y la gran variabilidad observada, no
podemos descartar que las sobreexpresoras muestren también niveles de expresidn alterados de la
AAP2, que estén implicados en la mayor eficiencia exhibida por este genotipo. Tampoco podemos

excluir que la variacion de la expresion de AAP6 en hoja o de AAP4 en fruto, bajo el control directo o

indirecto del factor CDF4, esté relacionada con la variacion observada en produccion.
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Por otra parte, andlogamente a lo observado para el factor de transcripcién CDF1, un analisis
factorial de la varianza, considerando el factor transgén y el drgano estudiado (tabla S3 del ANEXO Il),
sefiala que la sobreexpresidon de CDF4 conlleva una mayor expresion de las AAPs, con independencia

del érgano analizado.

Si bien todos estos resultados, en su conjunto, sugieren que los CDFs regulan la particion de
aminodcidos a través de las AAPs; para poder validar cudles son los genotipos sobreexpresores cuya
mayor produccién (observada en la Figura 3) viene realmente dada por un incremento en las AAPs,
mediado a su vez por los CDFs, se llevd a cabo un andlisis de la correlacion entre los pardmetros de

produccidn y expresion relativa de las AAPs en estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de correlacion (r) entre la produccion de fruto y la expresion relativa
de las permeasas AAP2, AAP4 y AAP6 en los cultivares de tomate sobreexpresores.

GENOTIPO rexp hoja-prod rexp fr-prod
0.89 0.67
Sobreexpresor CDF1
P=0.0013 P=0.047
0.55
Sobreexpresor CDF3
P=0.032
Sobreexpresor CDF4 NS NS

En plantas sobreexpresoras del gen CDF1 (L5 y L11), se pudo observar la existencia de
correlacién significativa (p<0.05) entre la produccidn y la expresidn relativa de las permeasas, tanto en

hoja como en fruto.

Con respecto a las sobreexpresoras del gen CDF3, teniendo en cuenta que no se estudio la
expresion relativa de las AAPs en fruto, Unicamente se pudo evaluar la existencia de correlacion entre
la produccion y la expresion relativa de las permeasas en hoja. Para este érgano, se pudo observar un

valor estadisticamente significativo (p<0.05) de r=0.55.

Ambos resultados positivos sugieren que, pese a no haber exhibido diferencias
estadisticamente significativas frente al control debido al efecto muestral (Figuras 4 y 5), los factores
CDF1 y CDF3 son potenciales dianas de mejora para incrementar la NUE. La existencia de correlacion

entre ambos parametros refuerza el papel propuesto de las AAPs, en la carga de aminodcidos desde
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las hojas fotosintéticas hasta el floema y su posterior translocacién desde el floema hasta tejidos

sumideros como el fruto, respaldando asi su crecimiento y desarrollo.

Sin embargo, en plantas sobreexpresoras CDF4, la correlacién entre la produccién y la
expresion relativa de las permeasas AAP2, AAP4 y AAP6, tanto para hoja como para fruto, no fue
significativa (p>0.05). Este resultado se debe, fundamentalmente, a los bajos valores de expresion de
las AAPs en una de las lineas. No obstante, hay que tener en cuenta que el rendimiento productivo
incrementado en el genotipo sobreexpresor PPC2::SICDF4 frente a la linea control (Figura 3) podria
estar mediado por la accién del CDF4 sobre otras permeasas de la subfamilia AAP, o bien por su
influencia sobre otras subfamilias previamente mencionadas como la UMAMIT; dado que también est3
implicada en el crecimiento y desarrollo del fruto. Sin embargo, cabe destacar que, en estas lineas, el
gen CDF4 unicamente se expresa en el fruto, por lo que posiblemente no ejerce control sobre la
cantidad de aminodacidos exportados desde las fuentes. También se puede hipotetizar que el
transporte de aminodcidos hasta el fruto, mediante el floema, esté indirectamente modulado a través

del flujo de carbohidratos; y por lo tanto, por los transportadores asociados a los azucares.

Estudios en otras especies han demostrado que la alteracion de las permeasas de aminoacidos
(AAPs) es crucial para mejorar la produccion de fruto y semillas. Concretamente, en el estudio de Zhang
et al. (2015) se introdujeron copias adicionales del gen de la permeasa de aminoacidos PSAAP1 en el
genoma del guisante (Pisum sativum L.), dirigiendo su expresidn tanto a los complejos de elementos
cribosos y células acompafiantes del floema de la hoja, como a la epidermis de los cotiledones de las
semillas. Esta manipulacidn genética resulté en un aumento significativo en la carga de aminoacidos
en el floema, lo que mejord el transporte de nitréogeno a larga distancia y favorecié el desarrollo de los
sumideros reproductivos, como los frutos y semillas. Ademads, se observé una acumulaciéon aumentada
de proteinas en las semillas, lo que indica una mejora en la calidad nutricional. Los analisis adicionales
de tejidos de raices y hojas revelaron que esta manipulacidn genética también afectd positivamente la
absorcién de nitrogeno desde las raices y el metabolismo en las hojas, lo que contribuyé a una mayor

disponibilidad de nitrégeno para la planta en general.

Con todo ello, los hallazgos que ha aportado este estudio confirman el papel fundamental de
las AAPs en la particion eficiente de nitrégeno en tomate y reinciden en la importancia de su
regulacion, posiblemente mediada por los CDFs, para mejorar la produccion de biomasa en los cultivos

agricolas.
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4.3 Busqueda de dominios de unién Dof en la region promotora de las permeasas

Con el fin de reforzar las hipdtesis sobre el papel regulador de los factores de transcripcion CDFs,
se ha llevado a cabo una busqueda de dominios de unién especificos DOF, 5'- (T/A)AAAG- 3’, en los
promotores de los genes AAP2, AAP4 y AAP6 del tomate. En la regidn correspondiente a tres mil pares
de bases aguas arriba del sitio de inicio de transcripcién, se han hallado un total de 14, 21 y 15 sitios
especificos, respectivamente; indicando que los CDFs podrian modular directamente estas permeasas

(Figura 7).

] I R I 0
1 I 10 Y
N (N N B ™

Figura 7. Andlisis de la region promotora de los genes AAP2, AAP4 y AAP6 para la
identificacion de elementos de union especificos para factores de transcripcion DOF.

La localizacion especifica de los dominios de union DOF dentro de la secuencia promotora de
los genes AAPs se muestra en las figuras S1, S2 y S3 del ANEXO IllI.

A la vista de estos ultimos resultados, y tras haber alcanzado los objetivos parciales de este
estudio, se ha comprobado que los factores de transcripcién CDF constituyen dianas de mejora agricola
prometedoras, gracias a su potencial papel regulador en la particién de N mediante el control directo

de las permeasas AAP en tomate.
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Conclusiones

Los resultados de este estudio confirman el efecto de la sobreexpresién de los factores CDF

sobre la mayor produccion de fruto.

Se observa un efecto general de incremento en la expresion de las permeasas en plantas
sobreexpresoras, si bien este efecto varia con el transgén y la permeasa considerada, tanto en

hoja como en fruto.

La existencia de correlacién significativa entre la produccién y expresién relativa de las
permeasas en plantas sobreexpresoras de CDF1y CDF3, apoya el papel de las AAPs estudiadas
como transportadores de aminoacidos implicados en la carga y descarga de nitrégeno, tanto

en organos fuente como en los sumideros.

El hallazgo de sitios de unién especificos de los CDFs en la region promotora de las AAPs

sugiere que pueden ser dianas directas de estos factores de transcripcion.
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7. Anexos

7.1 ANEXO I. Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la
agenda 2030

Tabla S1: Grado de relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No Procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero.

ODS 3. Salud y bienestar.

ODS 4. Educacion de calidad.

x| X| X| X

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.

x| X| X| X| X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccién y consumo responsables. X

ODS 13. Accién por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Como se ha aludido previamente, la creciente demanda y utilizacién de fertilizantes
nitrogenados conlleva una serie de repercusiones medioambientales adversas. Aproximadamente el
60-70% de estos fertilizantes se extravian en el entorno, dando lugar a problematicas como la
contaminacion, el calentamiento global y la pérdida de biodiversidad (Kant, 2018; Mohanty et al.,

2020).

El empleo de fertilizantes nitrogenados ha experimentado un incremento de mas de ocho

veces desde 1961, alcanzando un uso anual de aproximadamente 108 millones de toneladas para la
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produccidn agricola a nivel global en 2013 (Lu et al., 2017). Lamentablemente, la eficiencia en la
utilizacién de estos fertilizantes nitrogenados es insatisfactoria, con un promedio de absorcién de
menos del 40% del nitrégeno aplicado en cereales como trigo, maiz, arroz, cebada y sorgo (Kant et al.,
2012). El nitréogeno remanente se pierde en el entorno, involucrando procesos tales como
volatilizacidn gaseosa, lixiviacion, escorrentia superficial y consumo microbiano (Good et al., 2011).
Por ende, el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados tiene un impacto adverso al aumentar los costos
de produccién de cultivos y contribuir a la contaminaciéon ambiental. En consecuencia, el desarrollo de
cultivares con un rendimiento satisfactorio en condiciones de limitada disponibilidad de nitrégeno no
solo conlleva beneficios econédmicos, sino que también representa una contribucion ambientalmente

sostenible para la sociedad.

En este contexto, mejorar la Eficiencia en el Uso del Nitrégeno (NUE) se convierte en una
necesidad imperativa para mitigar los impactos ambientales asociados con la produccién de cultivos,
minimizando la dependencia de fertilizantes quimicos. Todo esto pretende evitar la contaminacion
ambiental y del agua, ademas de los dafios tanto a la vida terrestre como submarina. Para ello, se
plantean estrategias biotecnoldgicas de mejora agricola lideradas por el cultivo de tomate, dado su

especial valor como cultivo ampliamente consumido y modelo de fruto carnoso (Olaiya et al., 2015).

Este trabajo presenta un alto grado de relacién con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(UNITED NATIONS, 2024), en especial con el 12 y 15, por su contribucién a la sostenibilidad ambiental
y al uso eficiente de recursos agricolas. El ODS 12, "Produccién y consumo responsables”, se enfoca en
la gestidon sostenible de recursos y productos quimicos. Por lo que, siguiendo esta linea, el presente
proyecto aborda directamente la problematica del uso excesivo de fertilizantes nitrogenados en la
agricultura, proponiendo estrategias para reducir la dependencia de estos insumos sin comprometer
la produccién vegetal éptima. Al disminuir la cantidad de fertilizantes necesarios en la produccidon
agricola, se alinea con la meta 12.2 ‘Lograr el uso eficiente de recursos naturales’ y con la meta 12.4,

gue busca gestionar ecolégicamente los productos quimicos y reducir su liberacion al medio ambiente.

En cuanto ala relacion con el ODS 15, "Vida de ecosistemas terrestres", existe una contribucion
alameta 15.1 de este objetivo, centrada en la conservacidn y uso sostenible de ecosistemas terrestres,
incluidos los bosques y las zonas aridas. Al comprender los mecanismos de transporte y particion de
nitrégeno en plantas, se busca optimizar la Eficiencia en el Uso de Nitrogeno (NUE) para reducir la
necesidad de fertilizantes nitrogenados; por lo que este estudio contribuye a la gestion sostenible de

los recursos en ecosistemas terrestres agricolas. Ademas, al disminuir la degradacion y contaminacién,
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tanto del suelo como del agua por el uso excesivo de fertilizantes, se favorece la preservacién de la

calidad del terreno y su biodiversidad asociada, aspectos fundamentales de la meta 15.5.

Con respecto al ODS 14, "Vida submarina", el trabajo se relaciona con la prevencion y
reduccién de la contaminacién marina originada por actividades agricolas, ayudando asi a conservar la
vida de los ecosistemas acuaticos. La disminucion de la aplicacién de fertilizantes nitrogenados, a
través de la mejora en la NUE, contribuye a prevenir la eutrofizacion, por la escorrentia de nutrientes
como el nitrégeno, y sus efectos adversos en los ecosistemas marinos. Este enfoque se alinea con la
meta 14.1, que busca prevenir y reducir la contaminacién marina de todo tipo, en particular la

producida por actividades realizadas en tierra.

En relacion con el ODS 6, "Agua limpia y saneamiento"”, el proyecto contribuye al manejo
sostenible del agua ofreciendo estrategias para minimizar la necesidad de fertilizantes nitrogenados,
gue a menudo estan asociados con la contaminacién del agua. Al reducir el uso de estos fertilizantes,
se disminuye la contaminacion del suelo y del agua con productos quimicos, un aspecto crucial para
prevenir efectos negativos en la salud, como el posible desarrollo de cdncer o determinadas patologias
en fetos de mujeres embarazadas, debido al agua de consumo alterada (Ward et al., 2018). Este
enfoque promueve un uso mas sostenible del agua y se alinea con las metas 6.3 ‘Mejorar la calidad de
agua. Reducir la contaminacidn y aguas residuales’ y 6.6 ‘Proteccidn de los ecosistemas relacionados

con el agua’.

Finalmente, en cuanto al ODS 13, "Accién por el clima", al optimizar la Eficiencia en el Uso de
Nitrégeno y reducir la aplicacion de fertilizantes, se aborda indirectamente la emisidn del 5% de gases
de efecto invernadero asociados con la produccidn y aplicacién de estos insumos agricolas (Gao et al.,
2023). Esta estrategia contribuye, por ende, a la mitigacién del cambio climatico, siendo coherente con
las expectativas de la meta 13.1 ‘Fortalecimiento de la resiliencia y la capacidad de adaptacion’ de los
cultivos frente a los impactos relacionados con el clima; asi como de la meta 13.2, orientada a la

integracion de medidas relativas al cambio climdtico en las politicas, estrategias y planes nacionales.
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7.2 ANEXO II. ANOVA multiple de los niveles de expresién de las AAP2, AAP4 y AAP6 en
las distintas sobreexpresoras CDFs

Tabla S2: Analisis de Varianza para ExpRel AAPs en CDF1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Transgén 8619,21 1 8619,21 4,25 0,0445
B: Organo 653,323 1 653,323 0,32 0,5728
INTERACCIONES
AB 620,607 1 620,607 0,31 0,5826
RESIDUOS 101389, 50 2027,77
TOTAL (CORREGIDO) 111919, 53

Tabla S3: Andlisis de Varianza para ExpRel AAPs en CDF4

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Transgén 150,283 150,283 4,28 0,0425
B: Organo 40,8207 40,8207 1,16 0,2849
INTERACCIONES
AB 23,0484 1 23,0484 0,66 0,4208
RESIDUOS 2353,48 67 35,1266
TOTAL (CORREGIDO) 2600,26 70
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7.3 ANEXO lIl. Sitios de union especificos de factores CDFs en las secuencias
promotoras de los genes AAPs estudiados
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Figura S1: Localizacién de los sitios de unidn especificos de factores CDFs en la secuencia
promotora del gen AAP2. La regidon mostrada corresponde a tres mil pares de bases aguas arriba
del sitio de inicio de transcripcion del gen. En azul se indican los dominios 5'-TAAAG-3’,
mientras que en amarillo se resaltan los dominios 5'-AAAAG-3’.
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Figura S2: Localizacién de los sitios de unidn especificos de factores CDFs en la secuencia
promotora del gen AAP4. La regidon mostrada corresponde a tres mil pares de bases aguas arriba
del sitio de inicio de transcripcion del gen. En azul se indican los dominios 5'-TAAAG-3’,
mientras que en amarillo se resaltan los dominios 5'-AAAAG-3’.
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Figura S3: Localizacién de los sitios de unidn especificos de factores CDFs en la secuencia
promotora del gen AAP6. La regidon mostrada corresponde a tres mil pares de bases aguas arriba
del sitio de inicio de transcripcion del gen. En azul se indican los dominios 5'-TAAAG-3’,
mientras que en amarillo se resaltan los dominios 5'-AAAAG-3’.
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