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Papel de las citoquininas en la regulacion de las permeasas
de aminoacidos de tipo AAP en respuesta a la variacion en la
disponibilidad de nitrégeno de tomate.

RESUMEN

Las plantas disponen de mecanismos moleculares que detectan la disponibilidad de
especies de nitrogeno (N) en el suelo, y adaptan su fisiologia para optimizar su crecimiento
a través de procesos como la asimilacion del N, su distribucion y su uso. Las citoquininas
(CKs) participan en la sefializacion desde la raiz al vastago de los niveles de N en el suelo,
ademas de ser reguladores de la fuerza de sumidero de los 6rganos y controlar, en las
hojas, la particion de foto asimilados como azucares y aminoacidos. Las permeasas de
aminoacidos de la familia AAP son clave en diversas especies, en la distribucién de
aminoacidos entre fuentes y sumideros. Resultados previos en tomate han mostrado, a su
vez, que su actividad depende de la disponibilidad de N. Con objeto de estudiar la
implicacion de ciertas permeasas (AAP2, AAP4 y AAPG) en las variaciones en el
crecimiento que sufren las plantas de tomate en funcién del aporte de N y la posible
mediacion de las CKs, se ha establecido un protocolo de cultivo que permite contrastar los
cambios en particion de biomasa y parametros fotosintéticos asociados a una reduccion de
Ny la afectacion de este proceso por la aplicacion de CKs. Se puede obtener una respuesta
diferencial trabajando con plantas de 40 dias, cultivadas en medio con concentracion
optima de N (100N) de 8 mM o con un 50% de dicha concentracion (50N); y sobre las que
se realizan 3 aplicaciones de la CK trans-zeatina (10 uM) en hojas. Tras 17 dias de
fertilizacién diferencial se puede observar una respuesta fisioldgica diferencial y estudiar la
variacién en la expresion de las permeasas asociada. Las CKs producen una mayor
particion de foto asimilados a las hojas jovenes tratadas y pueden recuperar parcialmente
la pérdida de biomasa que provoca la disminucion en el aporte de N. La variacion en la
expresion de las permeasas AAP2 y AAP4 no esta asociada a la variacion en el aporte de
N, pero disminuye con la aplicacién de CKs en hojas jévenes. La AAP6 si que podria estar
asociada a la respuesta al N, incrementando su expresion en condiciones de bajo aporte y
aumentando su expresion al aplicar trans-zeatina. Estos resultados senalan que la AAP6
podria estar implicada en la sefializacion del nivel de N mediado por las CKs y ser una
diana de interés en trabajos dirigidos a incrementar la eficiencia en el uso de N (NUE) en
tomate.
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Role of cytokinins in the regulation of AAP-type amino acid
permeases in response to variation in nitrogen availability in
tomato.

ABSTRACT

Molecular mechanisms in plants detect the availability of nitrogen (N) in the soil and adapt
their physiology to optimize their growth through processes such as N assimilation,
distribution and use. Cytokinin’s (CKs) are molecular mechanisms that regulate the sink
strength of organs and control the partitioning of nutrients such as sugars and amino acids
(aas) in leaves. These hormones also participate in root-to-shoot signalling of N levels in
the soil. The amino acid permeases of the AAP family, whose activity has been shown to
depend on N variability in previous studies with tomato plants, are key components in the
distribution of aas between sources and sinks in several plant species. In order to study the
involvement of three permeases (AAP2, AAP4 and AAPG) in N-dependent growth of tomato
plants and the possible mediation of CKs, a culture protocol has been established that
allows contrasting the changes in biomass partition and photosynthetic parameters
associated with a reduction of N levels, and the impact of this process by the application of
CKs. Significative differences in these levels can obtained by working with 40-day-old plants
grown in a medium with an optimal concentration of N of 8mM (100N), or with 50%
concentration (50N), and 3 applications of trans-zeatin (tZ) CK (10 uM) in the leaves. These
differences in physiological response between treatments and thus the variation in the
expression of the associated permeases can be studied after 17 days of treatment. The
results show that a decrease in N levels produces a greater partition of photo assimilates
and nutrients to the younger parts of the plant, making the plant able to partially recover the
loss of biomass caused by this depletion. The variation in the expression of permeases
AAP2 and AAP4 is not associated with the variation in N availability but decreases with the
application of CKs in young leaves. AAP6 could be associated with the response to varying
N levels, increasing its expression in low-supply conditions and increasing when applying
tZ. Thus, AAPG6 could be involved in N level signalling mediated by CKs and be a target of
interest in future works aimed at increasing the efficiency of N use (NUE) in tomato.
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1. Introduccion

1.1. Importancia econémica del tomate

Después de la patata, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es el segundo cultivo
mas importante del mundo. En 2022 se dedicaron 4.917.735 hectareas a su
produccion a nivel mundial, siendo ésta de 186 millones de toneladas (t) (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2023). De la produccién
mundial de tomate Europa acumula el 11% y, concretamente, Espafia es el décimo
productor principal con 3.651.940 t (Food and Agriculture Organization of the United
Nations [FAQ], 2023). En el periodo de 2021/22, Espafia dedicé el 37% de su
superficie de invernadero al cultivo de esta hortaliza, destacando Andalucia, Murcia
y la Comunidad Valenciana como los principales productores. Fue la tercera
hortaliza de invernadero mas exportada generando el 25,7% de los beneficios
totales (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién [MAPA], 2023).

1.2. Fertilizacion nitrogenada en la agricultura

El nitrogeno (N) es un elemento fundamental para el crecimiento y el desarrollo de
las plantas ya que forma parte de biomoléculas como los acidos nucleicos o las
proteinas (Tegeder y Masclaux-Daubresse, 2018; Stein y Klotz, 2016). Inicialmente,
la disponibilidad de este elemento estaba regulada por la actividad microbiana y el
uso de abonos organicos, pero, con el desarrollo del proceso Haber-Bosch, en
1909, de fijacion del nitrogeno en amonio (NH4*), el 45% del nitrégeno suministrado
paso a ser de origen antropogénico y se cuadriplicé la productividad de los cultivos.
Este proceso permite alimentar al 48% de la poblacion mundial actualmente. Sin
embargo, el abuso del uso de estos fertilizantes quimicos ha contribuido de forma
significativa a la degradacion ambiental (Stein y Klotz, 2016; Cordis, 2010).

En agricultura, el N se puede aplicar en sus formas inorganicas, nitratos (NO3’) y
amonios, y organicas, urea, aminoacidos (aas) y péptidos pequefos. Sin embargo,
las formas mayoritarias de aplicacion son nitratos, urea y amonio. En suelos
aerobicos, los nitratos son la forma mas abundante del N, con una concentracion
de 1-5 milimolares (mM) (Muratore et al., 2021). El tomate requiere de
aproximadamente una aportacion de 220 kg/ha de fertilizante para un éptimo
desarrollo de biomasa y fructificacion (Zotarelli et al., 2009). Sin embargo, cerca del
60% del N aportado en la fertilizacion no es absorbido por la planta, ya que,
mientras que el amonio es liberado lentamente por las particulas del suelo, el nitrato
se lixivia con facilidad, propiedad que favorece que acabe en aguas superficiales y
subterraneas, contaminandolas. Entre las consecuencias mas relevantes del abuso
de los fertilizantes nitrogenados durante el regadio, encontramos la eutrofizacién
de las aguas superficiales y el deterioro de la calidad del agua (Muratore et al.,
2021; Cordis, 2010; Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el reto demografico
[MITECQ], s. f.).



Segun la organizacién mundial de la salud (OMS) los nitratos se encuentran entre
los principales contaminantes quimicos del agua. Su concentracion no debe
superar los 50 mg/L en el agua para consumo humano (Organizacién Mundial de
la Salud [OMS], 2016). Sin embargo, en Espania, en el periodo 2016-2019 se mostro
que, aunque las aguas superficiales se mantenian en su mayoria libres de nitratos
(aunque si que existen puntos contaminados por encima de lo que permite la ley),
en el caso de los acuiferos subterraneos, la mayoria de ellos contaban con
concentraciones de entre 40-50 mg/L o superiores (MITECO, s. f.). Reducir el uso
de nitratos utilizados en la agricultura, mediante la optimizacién de la toma de N por
parte de los cultivos, puede ayudar a mejorar la calidad del agua para garantizar su
acceso seguro.

1.3. Captacién, asimilacion y transporte de N en la planta

El proceso de captacion de nitratos y amonio es un transporte activo mediado, en
el caso del nitrato por la familia de proteinas transportadoras NPF/NRT1, NRT2,
canal de cloruro (CLC-1) y homdlogo 3 asociado al canal aniénico lento
(SLAC1/SLAH), y del amonio por AMT, cuya actividad es alterada en funcion de su
disponibilidad en el suelo y la concentracion de N dentro de la propia planta y se
expresa principalmente en la epidermis y las raices laterales (Muratore et al., 2021;
Masclaux-Daubresse et al., 2010). Los transportadores NPF y NRT2 se localizan
en la membrana plasmatica de las células de la raiz, e introducen nitratos mediante
un mecanismo simporte 2H*/1NO3", en el citoplasma (Muratore et al., 2021). Este
es posteriormente acumulado en las vacuolas, llegando a concentraciones de 100
Mm (Muratore et al., 2021).

Una vez captado el nitrato, este puede ser asimilado en las raices en caso de que
la concentracion de N sea baja en el medio, estimulando asi el crecimiento y
desarrollo de las raices (Tegeder et al., 2011; Zhang y Wu et al., 2019). Sin
embargo, en numerosas especies, entre las que se encuentra el tomate, este
proceso tiende a producirse en el vastago, debido a la disponibilidad de energia y
esqueletos carbonados proporcionados por la fotosintesis (Tegeder et al., 2011;
Evans et al., 1996). EI N una vez tomando o asimilado en las raices es transportado
al vastago a través del xilema, los productos de la asimilacion en las hojas
fotosintéticas son cargados en el floema y llevados hasta los sumideros (Tegeder
etal., 2011).

El primer paso en la asimilacion del N es la reduccidn del nitrato a nitrito mediante
la nitrato reductasa (NR) en el citoplasma, tras lo cual el nitrito pasa a los cloroplasto
a través de la proteina transportadora NITR2, donde es reducido en el estroma,
gracias a la nitrito reductasa (NIR), a amonio (Igbal et al., 2020; Masclaux-
Daubresse et al., 2010). Como ésta se trata de una molécula altamente téxica, las
plantas rapidamente la utilizan incorporandolas a glutamato para formar glutamina
haciendo uso de la glutamina sintetasa (GS), lo que a su vez estimula la actividad
de la glutamato sintasa (GOGAT) (Igbal et al., 2020; Masclaux-Daubresse et al.,
2010). La interconversion del glutamato y la glutamina es una de las reacciones
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mas importantes de las plantas pues mantiene la homeostasis del N y asegura su
optima utilizacion (Igbal et al., 2020; Zayed et al., 2023). De la GS se conocen dos
genes nucleares: GS1, enzima citosodlica presente tanto en raiz como en hoja que
ante altas concentraciones de amonio participa en la asimilacion de N en la raiz, y
en su carga en el floema para trasladarlo desde las hojas maduras hasta los
sumideros; GS2 esta presente en el cloroplasto e involucrada en la asimilaciéon
primaria del amonio (lgbal et al, 2020; Xu et al, 2012). La glutamato
deshidrogenasa también es una enzima importante en el proceso de fijacién del N,
situada en las mitocondrias, se encarga de desaminar el glutamato para permitir la
liberacion del amonio, aunque adicionalmente puede sintetizar glutamato a partir
de amonio (Igbal et al., 2020). Para incorporar el N a otros aas se requieren
reacciones de transaminacion, como la llevada a cabo por el aspartato
aminotransferasas (AAT) en las mitocondrias y el citosol (Igbal et al., 2020).

Tras la asimilacion del N en los tejidos fuente (p.e. raices y hojas maduras) como
aas y otros compuestos organicos, este es exportado a los sumideros, tejidos en
crecimiento como hojas y raices durante la fase vegetativa, o las flores, frutos y
semillas, en la reproductiva, (Tegeder y Masclaux-Daubresse, 2018). EI N
inorganico es transportado desde la raiz por el xilema, mientras que desde las hojas
maduras a los sumideros se realiza por el floema. Los aas producidos en las hojas
son transportados desde las células del mesodfilo a través de los plasmodesmos
hacia las células acompafantes o elementos cribosos del floema. La entrada a los
elementos cribosos y las células de compafiia puede ser simplastica o apoplastica,
que requiere de transporte activo en la membrana. Una vez introducido en el
sistema vascular se produce su transporte a larga distancia hacia los sumideros
(Taiz y Zeiger, 2014; Rosado-Souza et al., 2023).

La carga apoplastica de aas al floema en las fuentes, o la descarga en los
sumideros, requiere proteinas transportadoras o permeasas. Entre las proteinas
trasportadoras de aas y péptidos encontramos tres familias principales: permeasas
de aminoacidos/auxinas (AAAP), transportadores de aminoacidos/colina (APC); y
transportadores que usualmente mueven multiples aminoacidos hacia dentro y
fuera (UMAMIT). Las AAAP a su vez estan compuestas por 8 subfamilias que son
las permeasas de aminoacidos (AAP), transportadores lisina/histidina (LHT),
transportador GABA (GAT), transportador de prolina (ProT), transportadores de
entrada de moléculas similares a auxinas (LAX), transportadores de aminoacidos
aromaticos y neutros (ANT), transportador vesicular asociado a aminas (VAAT), y
proteinas similares a transportadores de aminoacidos (ATL) (Tegeder y Rentsch,
2010; Alzahrani, 2021).

Concretamente, las AAP son las mas estudiadas. Se tratan de proteinas de
moderada afinidad que transportan glutamato y aas de carga neutra en las células
de las plantas, y son las principales responsables de su carga en el floema, por lo
que son esenciales para el suministro de N asimilado a los sumideros (Tegeder y
Rentsch, 2010). La importancia de esta familia ha sido demostrada en diversos



estudios. Perchlik y Tegeder (2018) generaron sobreexpresoras de AAP2 en
Arabidopsis thaliana que mostraron la misma produccion de biomasa y semillas con
la mitad del suministro de N respecto a las plantas silvestres (WT), mejorando la
eficiencia del uso de N (NUE). Sin embargo, mutantes ‘knock out’ de APP2 en
pepino (Cucumis sativus) exhibieron un desarrollo retardado del meristemo de la
raiz, asi como de su elongacion y una demora en el inicio del desarrollo de la raiz
lateral. Todo esto fue en detrimento del vastago cuyo desarrollo se vio retrasado
debido a los defectos en la raiz y a la interrupcion del transporte de auxinas desde
la raiz hasta la parte aérea (Yao et al., 2023). En arroz, los mutantes de AAP4 vieron
interrumpido el transporte de aas neutros valina y prolina, lo que afectd
negativamente al crecimiento y la biomasa de las plantas (Fang et al., 2021).

Tanto en S. lycopersicum como en Arabidopsis thaliana existen 8 AAPs (Alzahrani,
2021). Aunque se ha iniciado la caracterizacién funcional de estos genes en la
especie modelo, se dispone de poca informacion en tomate. En Arabidopsis, estas
proteinas comparten afinidad por su sustrato, pero difieren en el tejido donde se
expresan y sus respuestas a los estimulos ambientales (Tegeder y Rentsch, 2010;
Ortiz-Lopez et al., 2000). Ejemplos son la APP8 que en Arabidopsis se expresa,
fundamentalmente, en la siliqua y las semillas en desarrollo (Okumoto et al., 2002)
o la APP3, que se encuentra principalmente en el floema de las raices (Okumoto et
al., 2004).

Los estudios realizados sobre la APP2 en Arabidopsis indican que es la permeasa
involucrada en la carga de foto asimilados en el floema y en la distribucion de aas
al embrion (Zhang et al., 2010). Se expresa especificamente en las células de
companiia e incrementa la NUE, asi como la asimilacion y la concentracion de
carbohidratos en los sumideros (Zhang et al., 2010; Perchlik et al., 2018). En
cambio, la AAP4, esta involucrada en la carga el floema, y se encuentran
principalmente en las hojas maduras, las flores y el tallo (Fischer et al., 1995). Las
AAPG6 se localizan en el parénquima del xilema y no estan involucradas
directamente en la carga en el floema, pero si en la transferencia desde el xilema
hasta el floema (Tegeder y Rentsch, 2010; Hunt et al., 2010).

En tomate resultados previos del laboratorio sugieren, en base a los niveles de
expresion observados en los diferentes 6rganos, que las AAP mas relevantes en la
particion de aas pueden ser la AAP2, AAP4 y la AAP6 (datos no publicados).
Muestran una alta expresion en hojas maduras y en frutos en desarrollo, como
principales fuentes y sumideros, respectivamente, de aas. Es por ello por lo que
podrian considerarse dianas de interés en el incremento de la productividad de los
cultivos y su tolerancia al estrés a través de una mejor NUE. Ademas, cabe destacar
que AAP6 aumenta su expresion en condiciones de limitacion de aporte de N, por
lo que puede estar implicada en las respuestas de la planta a la deficiencia de N.



1.4. Regulacion de la particion de aas en respuesta a la disponibilidad
deN

La disponibilidad de N en forma de nitratos y amonio en las raices regula el
metabolismo y el desarrollo de las plantas: cuando en las raices se detecta la
presencia de nitratos se produce un aumento de la expansion de las hojas, aunque
este fendmeno no ocurre con el amonio; en cambio, si la concentracién de nitratos
en el vastago es muy elevada, el crecimiento de las raices se ve perjudicado
(Walch-Liu et al., 2005). Esta comunicacion bilateral entre el vastago y la raiz, en
relacion a la disponibilidad de N en la planta, estd mediada por las citoquininas
(CKs), entre otras moléculas, como los péptidoS CEP [C-TERMINALLY ENCODED
PEPTIDE] (Tabata et al., 2004) y CEPD [CEP DOWNSTREAM] (Ota et al., 2020).
Estas fitohormonas funcionan como moléculas sefializadoras en respuesta a N, y
son transportadas por el xilema y el floema a larga distancia (Sakakibara, 2021).

Las CKs estan involucradas en diversos procesos de la vida de la planta, como la
estimulacion de la division celular o la rotura de la dormancia de las semillas, pero
también en la regulacion de la fuerza de sumidero, la particion de foto asimilados,
y la descarga desde el floema (Roitsch y Ehnef3, 2000). En raices, causan la
inhibicion del crecimiento, mientras que en el vastago se estimula la expansion de
las hojas y el retraso de la senescencia (Roitsch y Ehnel3, 2000).

Regular la distribucién de foto asimilados entre los distintos 6rganos de la planta le
permite adaptarse a distintas situaciones de estrés a cambio de reducir el
crecimiento, el desarrollo y la produccion (Pérez-Alfocea et al., 2010). En
condiciones de falta de N se produce una reducciéon de la demanda de los
sumideros y la acumulacién de foto asimilados en las fuentes que reduce la
fotosintesis. Cuando la disponibilidad de N es muy alta los altos niveles de nitrato
que se captan por las raices estimulan la biosintesis de CKs que son transportadas
via xilema para regular el desarrollo de los brotes (Walch-Liu et al., 2005; Roitsch y
Ehnel}, 2000; Sakakibara, 2021).

Existen diferentes tipos de CK siendo las principales la isopentenil-adenina (iP), la
trans-Zeatina (tZ) y la CK aromatica y la cis-Zeatina (cZ). Sin embargo, no todas las
especies moleculares de CKs estan presentes en la misma proporcion en xilema y
floema (Sakakibara, 2021; Wheeldon y Bennett, 2021). En Arabidopsis, en el
xilema, destaca la presencia de tZ y, por el contrario, en el floema es predominante
la presencia de cZ e iP (Sakakibara, 2021). En concreto, la tZ es la sefalizadora de
disponibilidad de N en el medio: al producirse un aporte externo de nitratos, en las
raices se produce un aumento de la concentracion y transporte de tZ hacia el
vastago, o mas bien de su precursor sefalizador de larga distancia trans-Zeatina-
ribdsido (tZR), desde la raiz hasta el vastago via xilema (Sakakibara, 2021).

La tZ, al igual que otras CKs, cuenta con una forma inactiva de unién a un ribdsido,
que es la principal forma que se encuentra en el xilema, la cual se reactiva a tZ en
el sitio de accion. Alli la tZ y la tZR afectan el crecimiento del vastago influyendo en
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el tamafo de hoja, la capacidad fotosintética de la misma y en los procesos
meristematicos, aunque solo la tZR en este ultimo caso (Sakakibara, 2021;
Wheeldon y Bennett, 2021; Glanz-ldan et al., 2020).

i tZ Desarrollo
del vastago

Sintesis de
iP

tZR+NO; PR

Sintesis
de tZR

Figura 1: Papel de las citoquininas como moléculas sefializadoras sistémicas entre la raiz y el
vastago. La disponibilidad de nitratos (NO3-) en la raiz estimula la sintesis de trans-Zeatina
ribésido (tZR) que es transportado por el xilema hasta el vastago donde su forma activa, trans-
Zeatina (tZ), estimula el desarrollo del vastago. La isopentenil-adenina (iP) se sintetiza en su
forma ribdsido (iPR) en las hojas desde donde es transportado via floema hasta la raiz, alli
estimula su desarrollo. Figura de elaboracion propia basada en la informacion de Sakakibara,
2021; Wheeldon y Bennett, 2021; y Glanz-ldan et al., 2020.

La aplicaciéon exégena de las CKs en las hojas de las plantas incrementa la fuerza
de sumidero, incrementa el crecimiento de éstas y reduce la senescencia de las
mismas (Roitsch y Ehnel3, 2000), lo que les permite actuar durante mas tiempo
como fuentes. Es interesante sefialar que este tratamiento aumentar la expresién
de enzimas claves en la asimilacién del N como es la nitrato reductasa (Lu et al.,
1990).

El incremento del crecimiento en las hojas tratadas requiere de una mayor
disponibilidad de aas que pueden ser sintetizados en estas mismas hojas, pero
también transportarse en mayor medida hacia estos 6rganos. Asimismo, también
podria darse una activacién de la exportacion de aas dada su mayor asimilacion.
Asi pues, cabe plantearse si el efecto de las CKs podria estar parcialmente mediado
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por una mayor actividad de los transportadores de aas, lo que constituye el objetivo
general del presente trabajo.

Con la finalidad de abordar este objetivo general sobre el papel de los
transportadores de aas en la respuesta a las citoquininas, y la influencia de la
disponibilidad de nitrégeno por la planta en este proceso, nos planteamos los
siguientes objetivos parciales:

1) Definir un sistema experimental en tomate que permita estudiar el efecto de
la aplicacion de CKs sobre las permeasas, y la influencia de la disponibilidad
de N.

2) Determinar el modo en que la aplicacion de CKs altera la particién de la
biomasa.

3) Relacionar las variaciones en biomasa con los cambios en parametros
fotosintéticos.

4) Analizar el efecto de las CKs sobre la expresion de las permeasas de aas de
tipo AAP (AAP2, 4 y 6) que han mostrado mayor actividad en experiencias
preliminares, tanto en condiciones de suministro 6ptimo de N como de
deficiencia

5) Determinar si las CKs pueden incrementar la disponibilidad de aas en hoja
en condiciones de limitacién de N.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Se esterilizaron semillas de la variedad de tomate Moneymaker (MM) en una
disolucién 50% de lejia durante media hora. Pasado el tiempo se realizaron tres
lavados con agua destilada y las semillas se dispusieron en oscuridad y a 25°C en
placas Petri con papel de filtro humedecido hasta que germinaron. Posteriormente
se sembraron en bandejas de alveolos con sustrato universal, y se mantuvieron en
camara de cultivo en un régimen de temperaturas de 25/18 °C (dia/noche, 16 h
fotoperiodo).

Tras 19 dias se seleccionaron 140 plantulas homogéneas en el estadio de 3 o0 4
hojas, y se traspasaron a maceteros de 12 cm de didmetro con un sustrato de bolas
(2-3 mm diametro) de arcilla expandida (Arlita, Espafa). Previamente se eliminé el
sustrato de las raices mediante un lavado en agua, evitando el dano del sistema
radicular. Las plantas se mantuvieron en la cdmara de cultivo a 15/18 °C (16h/8 h
luz/oscuridad y 300 mmol ms™" de intensidad de luz led (Valoya, Finlandia).

Las plantulas se regaron cada dos o tres dias mediante la solucién 0.5X Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1950). Esta solucién contiene 8 mM de nitrdgeno en forma de
0,5 mM NH4H2PO4, 3 mM KNOs, 2 mM Ca(NO3)24H20 y 1 mM MgSO4 hasta
trascurridos 39 dias desde su germinacion.



El dia 1 del tratamiento diferencial (tres dias antes de la primera aplicaciéon del
tratamiento con trans-zeatina tanto a raices como hojas joévenes) la mitad de las
plantas se fertilizaron con la solucion 8 mM N, solucién aporte 6ptimo de N en las
condiciones de cultivo (100N), y la otra mitad con solucion 4 mM N, aporte limitante
del 50% del optimo (50N). Se afadié 0,25 mM KH2PO4, 1 mM K2SO4, 0,25 KCl y
1mM CaClz2 a la solucion 4 mM N para mantener el contenido de los demas
elementos minerales constante. Estas condiciones fueron puestas a punto
previamente en el laboratorio (Renau-Morata et al., 2021).

2.2. Aplicacion de tZ en hojas y raices

Para ensayar el efecto de las CKs en las respuestas a la deficiencia de nitrogeno
se empled una solucion de tZ (Z0917; Duchefa, Holanda) a una concentracion de
10 uM. Se pulverizé tZ a hojas jévenes o se anadid a las raices en la solucién de
fertilizacion. La aplicacion de la citoquinina se repiti6 semanalmente durante el
experimento.

La distribucion de tratamientos se muestra en la Tabla 1. Para cada tratamiento
(nivel de N y aplicacion de hormona) se emplearon 23 plantas. Las hojas jovenes
incluyen las recién formadas (inmaduras) hasta la 42 hoja desde el apice.

Tabla 1: Tratamientos del experimento. Tabla de elaboracién propia.

Cadigo . Aplicacién
. Fertilizacion
tratamiento hormona
T 8 mMN No
T2 4mMN No
T3 8 mMN Hojas
T4 4 mMN Hojas
15 8 MM N Raices
T6 4mMN Raices

2.3. Muestreo de biomasa frescay peso seco

Se muestreo la biomasa de las plantas de los seis tratamientos dos veces: una al
inicio del experimento transcurridos seis dias desde el comienzo del riego
diferencial y tres desde la aplicacion de la tZ, y otros 17 dias después de la primera
aplicaciéon de tZ y 3 dias después de la ultima aplicacion del tratamiento en hojas
jévenes y raices.

En los muestreos de biomasa se tomo el peso de la planta, el tallo, el vastago, la
raiz, las hojas jovenes y las hojas maduras. Se consideraron hojas jévenes todas
aquellas que hubiesen sido tratadas con tZ desde el inicio, y las maduras eran las
no tratadas sin incluir los cotiledones.

En el primer muestreo se evaluaron 9 plantas (3 réplicas con 3 plantas por réplica),
mientras que en el segundo fueron 12 (3 réplicas con cuatro plantas por réplica).
Para el analisis biomolecular en |la primera toma de biomasa, se guardd una hoja
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madura e inmadura de cada planta. En la segunda toma, ademas de las hojas
maduras y jovenes, se tomd muestra de las inmaduras (2 por planta) y las raices.
Todas las muestras de biomasa destinadas al anadlisis biomolecular fueron
congeladas en nitrégeno liquido a -195,8 °C para posteriormente ser almacenadas
en un congelador a -80°C hasta su uso.

El peso seco se tomd solo en el caso del segundo muestreo de biomasa. Se
guardaron el tallo, la raiz, las hojas jovenes y las hojas maduras de las 12 plantas
recolectadas en una estufa a 70°C durante 8 dias, tras lo cual se pesaron.

2.4. Medidas de parametros fisioldgicos

Para caracterizar la evolucion de la limitaciéon del aporte de N y el efecto de la
aplicacion de CKs, se empled el medidor Dualex (Force A), que determina el
contenido en clorofila, antocianinas y flavonoides; el Polypen (PSI Inst, Chequia),
que determina ciertos parametros espectroscépicos relacionados con el estado de
la planta como el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI); y el
MINIPAM que mide la fluorescencia de las clorofilas, que permite determinar la
eficiencia cuantica maxima del PSII (Fv/Fm), que da idea del grado de fotoinhibicién
del fotosistema. A partir de las estimas de pigmentos, el Dualex calcula el parametro
indice de balance de N (NBI) que esta relacionado con el contenido de N de la
planta. Se realizaron medidas semanales durante los 17 dias que durd el
experimento.

El primer conjunto de datos se tomo tres dias después de la primera a aplicacion y
en las hojas jévenes (hoja joven mas desarrollada) y maduras. El segundo una
semana después y fueron de las hojas maduras, como la hoja mas antigua, las
jévenes, como la mas madura tratada y las intermedias como una entre las maduras
y las jévenes, pero sin ser tratada. La tercera vez se realizd en 14 plantas (todas
las que restaban tras el primer muestreo de biomas) de las que se tomo informacion
de las hojas maduras, jovenes e inmaduras.

2.5. Trituracion del material vegetal

El material vegetal (hojas) se tritur6 con nitrégeno liquido en un mortero, con
movimientos de compresion y rotacion hasta obtener un polvo fino evitando que se
descongelase. Se peso6 una alicuota de cada réplica (aprox. 0,12 g) y el resto se
guardo en el arcén de -80 °C. Todo el material vegetal se almaceno en congelador
-80°C hasta la extraccion de RNA.

2.6. Extraccion de ARN y sintesis de cADN

La extraccion de RNA se realiz6 siguiendo el protocolo de Plants Mini Total RNA
Kit (Ibi Scientific). La concentracion de ARN y su calidad fueron analizados
espectrofotométicamente (Epoch, Biotek) (Anexo Il). La sintesis de cADN a partir
de ARN se realizé siguiendo el Protocolo Takara PrimeScriptTM RT reagent Kit
(Perfect Real Time) en un termociclador CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)



incubando la muestra a 37°C durante 15 minutos, seguido de una subida de
temperatura a 85°C por 5 segundos.

2.7. Cuantificacion del nivel de expresion por RT-gPCR

Los cebadores utilizados para cuantificar las permeasas AAP2, AAP4 y APP6, y el
gen housekeeping GADPH y sus concentraciones se encuentran en la tabla 2. El
tamano de los productos. El protocolo seguido para la RT-gPCR es el siguiente: se
inicia con 30 segundos 95°C, seguido de 49 ciclos de 5 segundos a 95°C y 30
segundos a 60°C y finaliza con un ultimo ciclo a 95°C durante 10 segundos. El
incremento de temperatura de 0,5°C cada 5 segundos desde 65°C hasta 95°C sirve
para obtener la curva de fusién del cADN.

Tabla 2: Secuencias de cebadores y sus respectivas concentraciones. Tabla de elaboracion
propia.
Concentracion

Gen Cadigo Cebador Secuencia (M)

Directo  TGGTGCTTGCCTTGTTATCTC
Solyc06g060110.2
AAP2 yeeRa Reverso  CAACTCCAGCAAAAGAACCAG 300

Directo GAGCTGGACTTGTTTGATCGT

AAP4  Solyc04gO77050.2 o T o AAGTCOOTGGAT 200

Directo  TGGAGCTTGGACAAGAAAATGG
AAPE  Solyc079066010.2  p orso  CCTCAATTGATCCAATCAAGCCC 300

Directo  TGGTGCTGACTTCGTTGTTG
Solyc05g014470
GADPH  Solyc05g Reverso  CCACAACAAACATGGGAGCA 100

2.8. Analisis estadistico de los resultados

La existencia de diferencias significativas entre los distintos tratamientos, para las
diversas variables estudiadas (biomasa fresca y seca, parametros fotosintéticos, y
nivel de expresion de los genes AAP2, AAP4 y AAP6) fueron analizadas mediante
un ANOVA simple y posterior test de rangos multiples utilizando el programa
Statgraphics Centurion 19 Version 19.6.03. Las correlaciones de Pearson entre las
variables estudiadas se calcularon con el mismo paquete estadistico.

3. Resultados

Con objeto de establecer un sistema que permitiera estudiar la implicacion de las
permeasas en las variaciones en el crecimiento que sufren las plantas en funcion
del aporte de N, y que estdan mediadas por las CKs, se llevé a cabo un ensayo
preliminar que permitiera contrastar los cambios en biomasa y parametros
fotosintéticos asociados a una reduccion de N, y como podria verse afectado este
proceso por la aplicacién de CKs. Para ello, se ensayaron 2 tipos de aplicaciones
de CKs (10 uM de tZ) bien en hojas (H-tZ), bien en raices (R-tZ), en plantas
sometidas a dos regimenes de fertilizacion: aporte éptimo (100N) y aporte reducido
en un 50% (50N). Dichos resultados se comparan con los respectivos controles 50N
y 100N sin CKs. ElI comportamiento de las plantas de tomate, en estos 6
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tratamientos diferentes, se observo a corto (3 dias) y mas largo plazo (17 dias). La
respuesta de las plantas se evalué mediante los cambios en la biomasa y en los
distintos parametros fotosintéticos: concentracion de clorofila, flavonoides,
antocianinas, NBI, Fm/Fv y NDVI.

3.1. Respuestas a corto plazo de la aplicacion de CKs y la
disponibilidad de N sobre parametros de crecimiento de la planta

A los 3 dias tras la aplicacion del tratamiento de fertilizacion con menor
disponibilidad de N, no se encontraron diferencias significativas en la biomasa total
por el efecto del aporte de este elemento (Figura 2A). Esta uniformidad entre los
controles no tratados con CKs, pero con distintos niveles de fertilizacion, se observé
tanto en el vastago (Figura 2B) como la raiz (Figura 2C). En el vastago, tampoco
se observaron diferencias en la biomasa de tallo, ni en hojas maduras o jovenes
(Figura 2D-F).

Sin embargo, si que se observaron diferencias en la biomasa de la planta por efecto
de la aplicacion de citoquininas en condiciones de aporte completo de N (100N;
Figura 2A). La aplicacion de tZ en la raiz provocé un aumento de la biomasa total
de la planta, debido a un incremento de la biomasa del vastago (Figura 2B),
resultado de incrementos tanto del tallo como en ambos tipos de hojas (Figura 2D-
F). También se observé un aumento de la biomasa de las hojas jovenes, cuando
estas son tratadas con tZ (Figura 2D). Aunque, no se encontraron efectos
significativos para este tratamiento en los demas 6rganos de la planta, el valor
medio de biomasa es consistentemente mayor, con la excepcioén de la raiz. Cuando
las plantas son cultivadas en condiciones de falta de disponibilidad de N, no se
observo, sin embargo, un efecto de la aplicacion de CKs en la biomasa de los
distintos 6rganos, ya sean aplicadas en hoja o en raiz (Figura 2A -F).

Cabe destacar que, aunque no se observaron diferencias en biomasa entre los
controles por efecto del nivel de aporte de N, si que se produjeron disminuciones
significativas del tamafo de la planta en condiciones 50N cuando las plantas son
tratadas con CKs, y de forma mas acusada cuando el tratamiento es en las raices
(Figura 2A -F). Estas diferencias son debidas al incremento consistente en los
valores medios de biomasa provocado por las CKs en condiciones de N optimas.

A B
Biomasa total planta 3 dias Biomasa vastago 3 dias
0 14
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AB  aB I _ 1o A AB
I, .3 A AB o A I A
. T @ B I I A T
10 I =] I
E
o
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Figura 2: Efecto del aporte de nitrogeno (100N vs 50N) y de la aplicacion de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-t2); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en la biomasa total y de
los distintos érganos de plantas de tomate MM, a los 3 dias de establecer las diferencias en fertilizacion
nitrogenada. A) Biomasa total de la planta; B) Biomasa vastago; C) Biomasa raiz; D) Biomasa tallo; E)
Biomasa hoja joven.; F) Biomasa hoja madura. Los valores con letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios de biomasa de los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion

3.2. Respuestas a corto plazo de la aplicaciéon de CKs y la
disponibilidad de N sobre los parametros fotosintéticos de la planta

De manera similar a la biomasa, a nivel fisiolégico, las estimas de contenido en
pigmentos (clorofilas, antocianinas y flavonoides) en hojas jovenes, a los 3 dias de
iniciarse la fertilizacién diferencial, no mostraron un efecto del aporte de N (Figura
3A-C). Tampoco se observaron diferencias en los parametros NBI y NDVI,
asociados al estado nutricional de N, ni en Fv/Fm, indicativo de fenédmenos de
fotoinhibicion del aparato fotosintético (Figura 3D-F). En lo que respecta a las hojas
maduras, en ninguno de los seis parametros mencionados anteriormente, se ven
tampoco diferencias significativas debidas a la disponibilidad de N (Figura 4).

En hoja joven, los tratamientos H-tZ, en condiciones 100N, incrementan la eficiencia
fotosintética del PSIlI (Fv/Fm) y el valor de NBI, disminuyendo el contenido de
flavonoides. Los demas parametros estudiados no mostraron cambios debidos a
este efecto de aplicacion de tZ en hoja (Figura 3A-D). Su aplicacion en raiz no tiene
efectos significativos en ninguno de los parametros medidos (Figura 3A-D). En
condiciones de falta de disponibilidad de N, la aplicacién de citoquininas en hoja
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solo tiene efecto en el contenido de flavonoides, disminuyéndolo. La aplicacion de
CK en raiz, en estas condiciones de falta de N, disminuye la eficiencia fotosintética
y el valor de NDVI en la hoja joven.
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Figura 3: Efecto del aporte de nitrégeno (100N vs 50N) y de la aplicacion de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en los parametros
fotosintéticos de hoja joven de plantas de tomate Money Maker, a los 3 dias de establecer las diferencias
en fertilizacién nitrogenada. A) Clorofila; B) Flavonoides; C) Antocianinas; D) NBI; E) Fv/Fm; F) NDVI. Los
valores con letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios de los parametros de
los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion propia.

En las hojas maduras de plantas no tratadas con CKs, a los 3 dias de establecer la
fertilizacion diferencial, tampoco se observaron diferencias en ninguno de los
parametros estudiados relacionados con la fotosintesis (Figura 4A-D).

13



Fw/Fm

La aplicacion de tZ, en condiciones optimas de disponibilidad de N, no produjo
cambios en los parametros estudiados, con independencia del 6rgano al que se
aplique (Figura 4A-D). En condiciones de deficiencia de N, la aplicaciéon de CKs en
hojas incrementa los indices NBI y NDVI en las hojas maduras (Figuras 4D-F),
mientras que su aplicacion en raiz provoca un aumento de flavonoides y
antocianinas, pigmentos protectores en situaciones de estrés (Figura 4B-C).
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Figura 4: Efecto del aporte de nitrdgeno (100N vs 50N) vy de la aplicacién de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en los parametros
fotosintéticos de hoja madura de plantas de tomate Money Maker, a los 3 dias de establecer las
diferencias en fertilizacion nitrogenada. A) Clorofila; B) Flavonoides; C) Antocianinas; D) NBI; E) Fv/Fm;
F) NDVI. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios de
los pardmetros de los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracién propia.
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3.3. Respuestas a largo plazo de la aplicacion de CKs y la
disponibilidad de N sobre la biomasa

A los 17 dias, ya se observo una reduccion en biomasa debida a la falta de
disponibilidad de N, en todos los érganos estudiados de las plantas control (Figura
5A-F). En condiciones éptimas de N, la aplicacién de CKs en hojas jovenes produce
un incremento del peso en este tipo de hojas, y una disminucién de peso en los
restantes érganos (raiz, tallo y hoja madura) (Figura 5A-F). La aplicacion en raiz
disminuye el crecimiento de la raiz (Figura 5C) y aumenta el del tallo (Figura 5D).
En relacién al efecto de las CKs en plantas crecidas con baja disponibilidad de N,
hay que destacar que la adicion de CKs en hojas jovenes disminuye el efecto
negativo de la falta de aporte de N en este tipo de hojas (Figura 5E). Sin embargo,
disminuye el peso de la raiz, en relacion a plantas no tratadas (Figura 5C). En el
resto de las medidas de biomasa, la aplicacién de CKs en hoja o en raiz no tuvo
efecto, en estas condiciones.
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Figura 5: Efecto del aporte de nitrégeno (100N vs 50N) y de la aplicacién de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en la biomasa total y de
los distintos 6rganos de plantas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las diferencias en
fertilizacion nitrogenada. A) Biomasa total de la planta; B) Biomasa vastago; C) Biomasa raiz; D) Biomasa
tallo; E) Biomasa hoja joven.; F) Biomasa hoja madura. Los valores con letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios de biomasa de los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion
propia.

Al analizar la distribucién del porcentaje de peso seco en la planta, observamos
que, cuando se aplican CKs en hojas, hay una variacion en la particion de foto
asimilados, de forma que una mayor cantidad de éstos son distribuidos a las hojas
jévenes, disminuyendo el porcentaje de materia seca que se particiona a la raiz
(Figura 6). La aplicacion de CKs en raiz también presenta un efecto, aunque de
menor cuantia, en que incrementa la particiéon de biomasa a las hojas jovenes y al
tallo, pero s6lo en condiciones de fertilizacién éptima.

Distribucion biomasa tejidos secos

T6 c A HEEE A
T5 A B |__AB__| B
Raiz
T4 A A |__AB__| c
Tallo
T3 AB A A c B Hoja madura
T2 BC A [ AB | AB Hoja Joven
T c A ___AB__| A
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 6: Porcentaje del peso seco de los distintos 6rganos de la planta entre
tratamientos, en relacion a la biomasa total, en los distintos tratamientos
ensayados: T1-control 100N; T2 Control 50N; T3 H-tZ 100N; T4 H-tZ 50N; T5 R-
tZ 50N; T6 R-tZ 50N. Los valores con letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios de biomasa de los tratamientos (P<0.05).
Figura de elaboracién propia.
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3.4. Respuestas a largo plazo de la aplicacion de CKs y la
disponibilidad de N sobre los parametros fotosintéticos de la planta

Las hojas jovenes, a los 17 dias tras la aplicacion de la fertilizacion nitrogenada
diferencial, mostraron un descenso en la cantidad de clorofilas y en el valor del
indice NBI, asi como una mayor cantidad de antocianos y flavonoides, al disminuir
el aporte de N (Figura 7).

Al aplicar CKs en hoja, en condiciones 100N, observamos un incremento en
antocianinas y una disminucién en la eficiencia fotosintética del PSIl y del indice
NDVI en estas hojas jovenes. La aplicacion en raiz, en estas condiciones, también
provoca una subida de las antocianinas y una disminucién del NDVI, ademas de
disminuir la cantidad de clorofilas y el NBI. La disminucion del aporte de N en
plantas tratadas con citoquininas produce una mayor disminucion de la eficiencia
fotosintética del PSIl y del indice NDVI que en las plantas sin tratar, con

independencia del érgano al que se apliquen las hormonas (Figura 7), pero una
menor disminucion de las clorofilas.
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Figura 7: Efecto del aporte de nitrégeno (100N vs 50N) y de la aplicaciéon de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en los parametros
fotosintéticos de hoja joven de plantas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las diferencias
en fertilizacién nitrogenada. A) Clorofila; B) Flavonoides; C) Antocianinas; D) NBI; E) Fv/Fm; F) NDVI. Los
valores con letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios de los parametros de
los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion propia.

Las hojas maduras, al igual que las jévenes, tras 17 dias de tratamiento 50N,
mostraron una disminucion de aquellos parametros relacionados positivamente con
la eficacia fotosintética y un buen estado fisiolégico de la planta (contenido en
clorofilas, Fv/Fm, NBI, NDVI), asi como un incremento del contenido de pigmentos
asociados a situaciones de estrés (antocianinas y flavonoides) (Figura 8). Hay que
sefalar que estas reducciones son de mayor cuantia en este tipo de hojas maduras.
La aplicacion de CKs en hoja joven provoca, en hojas maduras de plantas crecidas
en condiciones optimas de N, cambios similares a los descritos ante la disminucién
del aporte nitrogenado: descenso en contenido en clorofilas, Fv/Fm, NBI, NDVI, e
incremento en antocianinas. La aplicacién de CKs en raices, en estas condiciones
de aporte 6ptimo de N, sélo conduce a un incremento en antocianinas (Figura 8C).
Sin embargo, en condiciones de N limitado, las plantas tratadas con CKs en hojas
jévenes o en raiz, tienen valores consistentemente superiores al control para el
contenido en clorofilas, Fv/Fm, NBl y NDVI, lo que hace que las diferencias entre
los dos tratamientos de fertilizacion disminuyan.
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Figura 8: Efecto del aporte de nitrogeno (100N vs 50N) y de la aplicacion de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en los parametros
fotosintéticos de hoja madura de plantas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las
diferencias en fertilizacion nitrogenada. A) Clorofila; B) Flavonoides; C) Antocianinas; D) NBI; E) Fv/Fm;
F) NDVI. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios de los
parametros de los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion propia.

La respuesta de las hojas inmaduras, tras 17 dias de fertilizacion 50N, es similar a
la desarrollada por las hojas jovenes, con un descenso en algunos parametros
relacionados con la eficacia fotosintética, como NBIl y Fv/Fm, y un incremento de
los valores medios del contenido en pigmentos con funciones protectoras del
estrés, como los flavonoides (Figura 9), pero siendo las diferencias de menor
cuantia que en las hojas maduras (Figura 8). Ademas, el contenido en clorofilas y
el valor del NDVI se mantienen, y el descenso en NBI es menor que en hojas
jévenes. El tratamiento de CKs en hoja, en condiciones 100N, sélo produce una
disminucion de la eficiencia del PSIl (Figura 9E). En estas plantas tratadas, la
reducciéon del N no produce ninguna variacion de los parametros estudiados en las
hojas inmaduras. Sin embargo, dicha reduccion del N, en plantas tratadas con CKs
en raices da lugar a descensos mayores de Fv/Fm, NBl y NDVI que en el control
sin tratar con CKs (Figuras 9D-F).
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Figura 9: Efecto del aporte de nitrégeno (100N vs 50N) y de la aplicaciéon de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ); tratamiento trans-Zeatina en raiz (R-tZ)) en los parametros
fotosintéticos de hoja inmadura de plantas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las
diferencias en fertilizacion nitrogenada. A) Clorofila; B) Flavonoides; C) Antocianinas; D) NBI; E)
Fv/Fm; F) NDVI. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas entre los valores
medios de los parametros de los tratamientos (P<0.05). Figura de elaboracion propia.

3.5. Correlaciones entre la biomasa y los parametros fotosintéticos
estudiados

Los coeficientes de correlaciéon lineal, a nivel de tratamiento, entre las distintas
variables estudiadas, y calculado a partir del muestreo realizado a los 17 dias de
haber establecido la fertilizacién diferencial, nos indican que las variaciones en
biomasa estan positivamente correlacionadas con el contenido de clorofila en hoja,
y los indices NBI e NDVI. Es decir, aquellos tratamientos que dan lugar a plantas
con mayor biomasa son aquellos que también presentan un mayor valor de estos
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parametros. Asimismo, existe una correlacion negativa entre la biomasa y el
contenido en antocianinas. La variable Fv/Fm también se considera significativa y
relacionada positivamente con la biomasa (Tabla 3). Ello nos indica que los
parametros fotosintéticos seleccionados podrian ser buenos marcadores para la
produccion de biomasa de plantas en el estado fisiolégico ensayado.

Tabla 3: Coeficientes de correlacién estimados de Pearson producto-momento. El
rango de las magnitudes de las correlaciones va de -1, correlacion negativa, a +1,
correlacion positiva. Un p-Valor inferior a 0,05 (P<0.05) se consider¢ significativo. Tabla
de elaboracion propia.

Coeficientes de correlaciéon estimados de Pearson producto-

momento
Biomasa NDVI NBI Clorofilas Flavonoides Antocianinas Fv/Fm
Coeficientes de ) g5 0,84 0,86 -0,48 -0,78 0,57
correlacion
p-Valor 0,0004 0,0007 0,0004 0,112 0,0031 0,0541

3.6. Efecto de la disponibilidad de N y del tratamiento de citoquininas
en la expresion de las permeasas AAP2, AAP4 y AAP6 en hoja.
Interaccidn con el caracter fuente/sumidero de la misma

La expresion de las distintas AAPs se evalud en hoja joven e inmadura, con caracter
de sumidero, y en hoja madura con caracter de fuente de foto asimilados. Sdlo se
estudio la respuesta a largo plazo, a los 17 dias tras el establecimiento de la
fertilizacion diferencial, dado que a corto plazo no se observé un efecto claro en la
biomasa de la disminucion del aporte de nitrégeno.

Los resultados muestran una respuesta diferente, en funcién del tipo de permeasa
estudiada, y del tipo de hoja considerada. La expresion de las permeasas AAP2 y
AAP4 no se ve afectada por los factores estudiados en hojas maduras, que son
fundamentalmente érganos exportadores de foto asimilados (Figura 10E-F). Sin
embargo, la permeasa AAP6 incrementa su expresion significativamente en estas
hojas con caracter de fuente, con independencia del nivel de aporte nitrogenado, al
tratar la planta con CKs (Figura 11).
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En hojas inmaduras y jévenes, por el contrario, las permeasas AAP2 y AAP4 si que
se ven afectadas por el tratamiento hormonal, disminuyendo su expresion en las
plantas tratadas con CKs (Figura 10A-D). En hojas jévenes, este resultado se
presenta en ambas condiciones ensayadas de aporte de N, mientras que en las
hojas inmaduras so6lo se da en condiciones de deficiencia de fertilizacion
nitrogenada. En estas hojas, la permeasa AAP6 incrementa su expresion cuando
disminuye el aporte de N. El tratamiento con CKs tiene el mismo efecto, pero solo
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Figura 10: Efecto del aporte de nitrégeno (100N vs 50N) y de la aplicacion de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ)) en los niveles de expresion de AAP2 y AAP4 en relacion al gen
‘housekeeping’ GADPH en hojas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las diferencias en
fertilizacion nitrogenada. A) AAP2 hoja joven; B) AAP4 hoja joven; C) AAP2 hoja inmadura; D) AAP4 hoja
inmadura; E) AAP2 hoja madura; F) AAP4 hoja madura. Los valores con letras distintas indican
diferencias significativas entre los valores medios de los parametros de los tratamientos (P<0.05). Figura
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en condiciones de fertilizacion optima (Figura 11A-B).
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Figura 11: Efecto del aporte de nitrogeno (100N vs 50N) y de la aplicacion de citoquininas (Control;
tratamiento trans-Zeatina en hoja (H-tZ)) en los niveles de expresion de AAP6 en relacion al gen
‘housekeeping’ GADPH en hojas de tomate Money Maker, a los 17 dias de establecer las diferencias en
fertilizacion nitrogenada. A) AAP6 hoja joven; B) AAP6 hoja joven; C) AAP6 hoja inmadura. Los valores con
letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios de los parametros de los tratamientos
(P<0.05). Figura de elaboracion propia.

4. Discusion

Cuantitativamente, el N es el nutriente mineral mas importantes para las plantas.
La deficiencia de este elemento afecta a su desarrollo, reduciendo su capacidad
fotosintética, su crecimiento (Mu y Chen, 2021; Zhao et al., 2017) y afectando su
productividad (Fracchiolla et al., 2021). La fertilizacion de los cultivos resulta pues
vital para asegurar una produccién maxima, y desde la revolucion verde la
agricultura se ha basado en una aplicacion masiva de fertilizantes nitrogenados.
Sin embargo, aproximadamente solo la mitad del N aportado como fertilizante es
absorbido por las plantas (Cordis, 2010), el resto se lixivia acabando en aguas
superficiales o subterraneas (MITECO, s. f.). Las consecuencias en el medio
ambiente de este uso masivo del N son conocidas y peligrosas (acidificacién del
agua y la tierra, eutrofizacion, pérdida de biodiversidad) para la salud de la fauna y
flora, especialmente en los ecosistemas marinos costeros (Howarth, 2004). Por
esta razén, la mejora de la NUE en los cultivos de interés econémico, como es el
tomate, es de gran interés y ha provocado un aumento de los trabajos sobre los
procesos moleculares involucrados en el metabolismo del N (Liu et al., 2022). La
NUE se puede separar en dos componentes: la eficiencia de captacion de N (NUpE)
y la eficiencia de utilizacion de N (NUtE). El primero hace referencia a la capacidad
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de las raices de captar el N del suelo, proceso influenciado por multiples variables
como la disponibilidad del N en el suelo o la actividad de los transportadores de N;
y el segundo indica cuanto del N tomado es asimilado y empleado para la formacién
de biomasa (Xu et al., 2020).

Existen multiples moléculas que las plantas utilizan como sefializadoras de la
disponibilidad de N, una de ellas es el propio nitrato, pero también se han
identificado ciertos péptidos y hormonas como las CKs (Sakakibara, 2021; Tabata
et al., 2004; Ota et al., 2020). La disponibilidad de N controla la biosintesis y
acumulacién de CKs en los diferentes tejidos de las plantas. Cuando la
disponibilidad es alta, aumenta la concentracion de CKs en las raices. La CKs es
transportada a la parte aérea donde promueve la actividad de los meristemos, pero
también incrementa la fuerza de sumidero del tejido en donde se concentre
(Sakakibara, 2021; Roitsch y EhneR, 2000).

Se han descrito diversos genes diana que permiten incrementar la NUE, entre ellos
los transportadores de nitrato NRT2 (Zhang et al., 2023) o de amonio AMT1 (Gao
et al., 2023), encargados de la captacion de N por parte de las raices, o las AAP
(Perchlik y Tegeder, 2018; Ji et al., 2020), permeasas transportadoras de aas. Las
AAPs estan implicadas en el transporte de aas de carga neutra, y son de vital
importancia en el desarrollo correcto de las plantas y la produccion de biomasa (Yao
etal., 2023; Fang et al., 2021). La alteracion de su actividad también ha demostrado
tener efecto sobre la concentracion de CKs en los tejidos alterados, demostrando
una relacién entre las CKs y la actividad de los estos transportadores (Goétz et al.,
2007; Wang et al., 2019).

En este trabajo, hemos establecido las condiciones experimentales para poder
ensayar el efecto del N y de la aplicacién de CKs sobre la expresion de las AAPs
en tomate. Las AAPs podrian estar reguladas por el nivel de N disponible para la
planta y ser dianas de las CKs que actuan como sefalizadoras del estado
nutricional. De esta forma, estarian implicadas en los cambios en la fuerza de
sumidero provocados por las CKs.

En tomate, la limitacion de N afecta la fisiologia y morfologia de la planta. Los
efectos a nivel de biomasa no se aprecian hasta aproximadamente una semana
tras el cambio en la fertilizacion (Martinez et al., 2005). En este trabajo, no se
observé el efecto de la limitacion del 50% del aporte de N a los 3 dias para ninguno
de los parametros estudiados. Sin embargo, alos 17 dias la biomasa de los distintos
organos sufrié una disminucion en los tratamientos 50N.

A corto plazo, la aplicacion de CKs en la raiz incrementé la biomasa del vastago,
tanto en hojas como tallo, en condiciones de aporte completo de N. Resultados
coincidentes con la literatura preexistente donde se ha descrito que la aplicacion de
CKs promueve la actividad de los meristemos, induciendo la morfogénesis,
incrementando el numero de células en division, el tamafio de las hojas (Gordon et
al., 2009; Werner et al., 2003), asi como retrasando su senescencia (Gan et al.,
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1995). Cabe destacar que la aplicacion foliar, sélo tuvo efecto sobre la biomasa del
organo de aplicacion (hoja joven). Alos 17 dias, la aplicacion de CKs en hojas afecté
a la particion de foto asimilados, que se dirigen preferentemente a las hojas
jévenes. Sin embargo, en plantas de mayor tamafio radicular, no hay un efecto
significativo de la aplicacion de CKs en raices. En tomate, trabajos previos han
descrito efectos similares cuando se ha sobreexpresado la sintesis de CKs, aunque
cuando la aplicacién realizada es exdgena el impacto es menor (Schwartz et al,,
2016).

La aplicacion exdgena de CKs ha demostrado poder suplir temporalmente la falta
de nutrientes esenciales como el N en Plantago major L., incrementando la ratio de
vastago/raiz. Aunque esta capacidad es solo temporal. A partir de los 7 dias, la ratio
disminuye incapaz de mantener el ritmo de crecimiento de una planta con nutricion
completa (Kuiper y Staal, 1987). En nuestro experimento en tomate, también se
observa este efecto a los 17 dias cuando se aplicd CKs en las hojas jovenes en
plantas con limitacion en el aporte de N. En estas condiciones, se mantiene la
particion de fotoasimilados a las hojas jovenes, descendiendo la biomasa de los
restantes organos, fundamentalmente la de la raiz. Estos resultados indican que
las condiciones descritas de aplicacién de CKs en hojas y su efecto a los 17 dias
es un modelo valido para determinar si las AAPs estan mediando el efecto de la
disponibilidad de N por CKs.

La fotosintesis permite la conversion del didxido de carbono y agua en moléculas
organicas y oxigeno, usando la luz en los cloroplastos, siendo los productos de este
proceso la principal fuente de biomasa en los cultivos (Li et al., 2024; Mu et al.,
2021). Los pigmentos principales encargados de la absorcion de la radiacion
fotosintéticamente activa son los carotenoides y las clorofilas (Li et al., 2024). El
exceso de luz absorbida puede disiparse como calor o emitirse como fluorescencia
(Murchie y Lawson, 2013), que se relaciona con | parametro Fv/Fm, indicador del
rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il y, por tanto, del estrés en las hojas.
Otros parametros comunmente utilizados para evaluar el estrés de las plantas son
el NBI, la acumulaciéon de antocianinas y flavonoides, y el NDVI. El NBI es un
indicador del estatus interno del N en la planta, se calcula midiendo la ratio
clorofila/flavonoides, de manera que un NBI alto indica un mejor estado de salud de
la planta (Flores-Saavedra et al., 2024). Esto se debe a la relacién lineal existente
entre la concentracién de clorofila y la fertilizacién de N (Ercoli et al., 1993; Kulsum
et al., 2007), ya que se trata de un elemento fundamental no solo de la estructura
de la clorofila, sino de todo el aparato fotosintético (Evans y Clarke, 2019). Los
flavonoides son metabolitos secundarios y tienen una funcién protectora en la
planta como moléculas antioxidantes que pueden proteger ante los radicales libres
de las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Shen et al., 2022), moléculas
altamente oxidantes que se generan ante estreses abioticos o bidticos que, como
consecuencia, producen la inhibicion del crecimiento de la planta, un menor
rendimiento, la reduccion de la concentracion de la clorofila y de la eficiencia
fotosintética (Naing et al., 2021). Esta funcion antioxidante también es compartida
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por las antocianinas, que también funcionan como pigmentos antioxidantes (Naing
et al.,, 2021). Por ello, tanto las antocianinas como los flavonoides incrementan la
tolerancia a los estreses y son un buen indicativo del estado interno de la planta. El
NDVI se calcula a partir de la reflectancia de la luz de las ondas roja e infrarroja
cercana. Un NDVI bajo indica niveles altos de estrés (Elliott et al., 2015). En general,
ante una mayor disponibilidad de N, mayor es la concentracién de clorofilas, el
Fv/IFm, el NDVI y la biomasa producida, asi como menor la acumulacion de
antocianinas y flavonoides, y, por tanto, mayor el NBI (Flores-Saavedra et al., 2024;
Sun et al., 2023; Qin et al., 2023).

Los resultados de nuestro trabajo han mostrado una correlacién elevada del
incremento en biomasa con los parametros NDVI, NBI, Fv/Fm, contenido en
clorofilas y antocianinas. Esto permite emplearlos como marcadores de estudios
posteriores de mejora de la NUE. Como en el caso de |la biomasa, estos parametros
no muestras variaciones significativas a corto plazo. Otros autores si que han
descrito efectos significativos a nivel fisiolégico en tan solo un dia de fertilizacion
reducida en tomate, aunque puede deberse a que el déficit de N era completo en
ese caso (Martinez et al., 2005). Las correlaciones identificadas parecen indicar
que el efecto de las CKs sobre la produccion de biomasa puede explicarse tanto
por la mayor fuerza de sumidero como por una mayor capacidad fotosintética. En
experimentos previos en tomate, un aumento de la concentracién de tZ en las hojas
se ha relacionado con una mayor tasa fotosintética debido a una mayor cantidad
de carbohidratos (Glanz-Idan et al., 2020). En arroz la aplicacion de CKs exdgenas,
como la 6-benzialminopurina (6-BA) o la N-(2-cloro-4 piridil )-N'-fenilurea (CPPU),
han demostrado también tener un efecto positivo sobre la fotosintesis de las hojas
fuente, incrementado el contenido de la clorofila y mejorando la capacidad de las
hojas para absorber y utilizar energia luminica, en el primer caso con un aporte de
N adecuado (Wang et al., 2020) y en el segundo en condiciones de estrés hidrico
revertiendo la supresion de la proteina RuBisCO (Guijjar et al., 2020).

Entre los dos tipos de hojas estudiadas: jévenes (6rgano sumidero de
fotoasimilados) y maduras (6rgano fuente), las consecuencias de la limitacion de N
se observan mas marcadamente en las hojas maduras. Estos resultados coinciden
con la literatura previa: en tomate la actividad de la fuente se ve mas afectada que
el sumidero en condiciones de deficiencia de N (Kanai et al., 2008). Sin embargo,
la aplicacion de tZ reduce las diferencias entre grupos de fertilizacion, disminuyendo
los valores de 100N y aumentando ligeramente los de 50N. La aplicacion de CKs
en hojas jovenes parece generar en las hojas maduras una respuesta similar a la
disminucién del N, posiblemente debido a que este tratamiento hace exportar mas
N a las hojas jovenes. La aplicaciéon de CKs exdgenas genera un aumento de la
fuerza de sumidero provocando una acumulacion de metabolitos como aas y
sacarosa (Mothes y Engelbrecht,1961; Zhu et al., 2024). En Arabidopsis, la CK esta
involucrada en la regulacién de genes como SUST; una sacarosa sintasa; y
transportadores de azucares, como STP1, SUCT o SWEET (Brenner et al.,
2005; Jian et al., 2016). En el transporte de la sacarosa, SWEET se encarga de su
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liberacion al apoplasto y SUC de su carga en el floema (Jian et al., 2016). Su
alteracion tiene efectos sobre la acumulacion de azucares en los sumideros y el
desarrollo y crecimiento de la planta (Zhang et al., 2024). La CK puede modificar la
expresion de las permeasas como las AAPs (Brenner et al., 2005), cuya actividad
es determinante en la particion de aas.

La AAP2 y la AAP4 estudiadas en Arabidopsis estan involucradas en la carga del
floema de los aminoacidos neutros y no aromaticos (Berg et al., 2021; Tegeder y
Ward, 2012; Zhang et al., 2010). En tomate se desconoce el papel de las
permeasas AAP2 y AAP4, aunque muestran una importante expresion en hojas
maduras (datos no publicados). En este trabajo hemos encontrado un patron de
expresion similar en ambas permeasas en respuesta a los factores estudiados. En
hojas maduras, las variaciones en la carga de aminoacidos por efecto de las CKs
o N no parecen estar mediadas por estas permeasas. En hojas inmaduras, de
caracter de sumidero, se da un descenso de la expresion de AAP2 y AAP4 en
condiciones de deficiencia de N cuando se aplican CKs. Esto podria explicarse por
un incremento de la fuerza de sumidero mediado por descarga simplastica. En la
hoja joven, de posible caracter mixto fuente-sumidero, se observa una disminucion
de la expresion de estas permeasas al tratar con CKs. Nuestros resultados podran
sugerir un papel dual de estas permeasas tanto en la carga como en la descarga
del floema. Estudios previos han indicado que la expresion de AAPZ2 estaba
regulada negativamente tanto en Arabidopsis como en Brassica por las CK
(Brenner et al., 2005), al igual que AAP4y AAP6 en Brasica (MclIntyre et al., 2021).

En Arabidopsis, AAP6 se encuentra en el parénquima del xilema y en 6rganos
sumidero predominantemente (raices, hojas sumidero y caulinares) (Rentsch et al.,
1996). Se trata de una permeasa de alta afinidad, lo que explica su localizacién y
su funcién de transferencia de aas desde el xilema, donde la concentracién de
aminoacidos es inferior, hasta el floema (Tegeder y Rentsch, 2010; Hunt et al.,
2010). El incremento de la expresion de la AAP6 en tomate en condiciones de
deficiencia de N y en todos los tipos de hoja podria indicar un papel tanto en la
carga como en la descarga de aas. El aumento de expresion por adicion de CKs en
la hoja madura refuerza su importancia en la carga desde las hojas maduras. En
soja se ha descrito que la sobreexpresion de AAP6 potencio la transferencia de aas
desde las fuentes hacia los sumideros en condiciones de N deficientes, estimulando
su crecimiento y ayudando a mantener el verdor de las hojas (Liu et al., 2020). Esto
apoya el papel propuesto para AAPG en las fuentes, aunque quedaria por demostrar
si se trata de genes ortélogos. Sin embargo, no hay datos previos indicando su
implicacion en la descarga en sumideros, como sugieren nuestros resultados.

5. Conclusiones

En este trabajo hemos establecido las condiciones experimentales para poder
ensayar el efecto de la disponibilidad de N y de la aplicacion de CKs sobre la
expresion de las AAPs en tomate. Concretamente, mediante la aplicacién de una
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solucion 10 uM de tZ en hojas en desarrollo en plantas crecidas en un sustrato
inerte y fertilizado con una solucion tipo Hoagland con niveles diferenciales de
aporte de N.

Se ha encontrado una correlacién positiva de la variacion en biomasa en respuesta
a N y CK con el nivel de clorofila y parametros relacionados como NDVI y NBI, y
negativa con el contenido en antocianinas.

La aplicacion de CK no ha provocado cambios en la biomasa total de la planta, pero
si una variacion en la particion de fotoa similados, que se dirigen fundamentalmente
a la hoja tratada, y provocando un incremento de su biomasa. Este efecto también
se observo en condiciones de deficiencia de N. Cabe destacar que la CK compensa
el efecto de disminucién de la biomasa con el menor aporte N en el 6rgano tratado.

La expresion de las permeasas AAP2 y AAP4 muestra un patrén de variacion similar
frente a N y CKs. No muestran respuesta al disminuir el aporte de N. En hojas
madura, la expresion no es afectada por el aporte de CK mientras que, en hojas en
desarrollo, la aplicacion de CK disminuye su expresion.

La disminuciéon de N incrementa la expresion de la AAP6 en hojas en desarrollo.
Asimismo, se produce una mayor expresion de esta permeasa por aplicacion de
CKs en condiciones control, aunque la disminuciéon de N no supone un incremento
adicional de esta expresion. Estos resultados indican que la AAP6 puede estar
mediando en el cambio de particién de foto asimilados a los 6rganos tratados con
CKs, lo que la convierte en una posible diana de interés en futuros trabajos dirigidos
a incrementar la eficiencia en el uso de N (NUE) en tomate.
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