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Respuesta de transportadores de nitrato a la diferencia de N en cultivares de tomate con NUE
diferencial.

Resumen:

Actualmente existe una gran preocupacion por los problemas ambientales. Entre estos problemas
destaca el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados para mantener un alto rendimiento de los
cultivos, y poder alimentar a la poblacion actual que crece cada afio de forma exponencial. Esta
sobrefertilizacion provoca contaminacion de suelos y acuiferos, y ha contribuido al cambio
climatico. Ademéas de mejoras en el manejo de los cultivos, en este contexto, es de gran
importancia el desarrollo de cultivares con mayor eficiencia en el uso del nitrégeno (NUE). La
mejora genética enfocada al desarrollo de cultivares con elevada NUE requiere el conocimiento
de las bases moleculares y fisiologicas de los procesos que componen la NUE, los cuales se
pueden agrupar en absorcion y utilizacion del nitrégeno. El conocimiento de la NUE disponible
hasta el momento se restringe a pocas especies, fundamentalmente Arabidopsis thaliana y arroz.
Siendo el tomate uno de los cultivos horticolas mas demandados, tanto para su consumo en fresco
como en conserva, seria crucial el desarrollo de genotipos que requieran una menor aportacién de
nitrégeno, incrementando de esta forma la NUE y pudiendo reducir considerablemente el uso de
fertilizantes nitrogenados.

La captacion de N desde el suelo se produce principalmente en forma de nitratos. Se han descrito
numerosos transportadores de nitrato en Arabidopsis, pero se conoce poco acerca de los
implicados en la captacion de esta molécula en tomate, y especialmente en las células del
mesofilo, donde se considera que es incorporado mayoritariamente en tomate para su asimilacion
como aminoacidos. En un trabajo previo de este laboratorio, se identificaron en tomate
Moneymaker unos transportadores de la familia NPF que variaban su expresién en condiciones
de limitacion en el aporte de N, por lo que sugerian que podian tener un papel importante en las
respuestas a la deficiencia en este macronutriente.

En este proyecto, se estudia la existencia de diferencias en el crecimiento vegetativo entre varios
genotipos de tomate, seleccionados por sus diferencias en NUE, para relacionarlo con la expresion
en hojas de los transportadores de nitrato NPF1.17 y NPF2.11. Como resultados mas destacables
de este trabajo se obtuvo, en primer lugar, que los cultivares presentaron respuestas muy
diferentes ante la carencia de nitrogeno. Es de destacar que la deficiencia de N afectdé en menor
medida a los parametros de crecimiento en los genotipos MM y 82, y que el cultivar 32 fue el
cultivar que se vio mas afectado por la bajada de N. Ademas, se obtuvieron correlaciones
significativas entre los genes NPF1.17 y NPF2.11 con los pardmetros estudiados al variar el
aporte de N, siendo de especial importancia las correlaciones positivas que presentan ambos genes
con la biomasa. ElI gen NPF2.11 presentd correlacion con la biomasa en tres de los genotipos
estudiados, mientras que el gen NPF1.17, solamente varia de forma significativa en los genotipos
MM y 70, que presentan valores altos de NUE y una elevada produccion.
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Response of nitrate transporters to the difference of N in tomato cultivars with differential NUE.
Summary:

There is currently great concern about environmental problems. Among these problems is the
excessive use of nitrogen fertilizers to maintain a high yield of crops, and to be able to feed the
current population that grows exponentially every year. This overfertilization causes
contamination of soils and aquifers and has contributed to climate change. In addition to
improvements in crop management, in this context, the development of cultivars with greater
efficiency in the use of nitrogen (NUE) is of great importance. Genetic improvement focused on
the development of cultivars with high NUE requires knowledge of the molecular and
physiological bases of the processes that make up the NUE, which can be grouped into absorption
and use of nitrogen. The knowledge of the NUE available so far is restricted to a few species,
mainly Arabidopsis thaliana and rice. Being the tomato one of the most demanded horticultural
crops, both for fresh and canned consumption, it would be crucial to develop genotypes that
require a lower contribution of nitrogen, thus increasing the NUE and being able to considerably
reduce the use of nitrogen fertilizers.

The uptake of N from the soil occurs mainly in the form of nitrates. Numerous nitrate transporters
have been described in Arabidopsis, but little is known about those involved in the uptake of this
molecule in tomato, and especially in mesophilic cells, where it is incorporated mostly in tomato
for assimilation as amino acids. In a previous work of the laboratory, transporters of the NPF
family were identified in Moneymaker tomato that varied their expression under conditions of
limitation in the contribution of N, so they suggested that they could have an important role in the
responses to the deficiency in this macronutrient.

This project studies the existence of differences in vegetative growth between several tomato
genotypes, selected for their differences in NUE, to relate it to the expression in leaves of nitrate
transporters NPF1.17 and NPF2.11. As the most remarkable results of this work, it was obtained,
in the first place, that the cultivars presented very different responses to the lack of nitrogen. It is
noteworthy that N deficiency affected to a lesser extent the growth parameters in genotypes MM
and 82 and that cultivar 32 was the cultivar that was most affected by the decrease in N. In
addition, significant correlations were obtained between the NPF1.17 and NPF2.11 genes with
the parameters studied by varying the contribution of N, being of special importance the positive
correlations that both genes present with the biomass. The NPF2.11 gene showed correlation with
biomass in three of the genotypes studied while the NPF1.17 gene, although its correlation with
biomass was only significant for the MM and 70 genotypes, these have high NUE values and a
high production.
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1. INTRODUCCION

1.1 Reduccion del uso de fertilizantes nitrogenados: un reto para la agricultura

En general, el 1,5-2% de la biomasa seca de la planta consiste en nitrogeno (Frink, et al., 1999)
por lo que es el macronutriente esencial que se encuentra en mayor cantidad en las plantas, siendo
por ello su disponibilidad clave en el crecimiento y la productividad de éstas. El nitrdgeno es un
componente clave en enzimas, vitaminas, clorofila y otros componentes de la célula, todos ellos
esenciales para el desarrollo y crecimiento de las plantas, lo que hace que el nitrgeno sea uno de
los nutrientes mas valiosos para obtener una buena produccion (Guardiola J.L, 2022).

Los nutrientes nitrogenados pueden ser captados por la planta en forma inorganica (tanto en forma
de nitrato [NO3-] como de amonio [NH4+]) u orgéanica (en forma de urea, aminoacidos y
péptidos) (Wang, et al., 2018). La aplicacién de nitrégeno en suelos es necesaria ya que las
plantas lo requieren en gran cantidad y a menudo muestran deficiencias de este. El suelo puede
perder nitrégeno a lo largo del tiempo, estas pérdidas se deben fundamentalmente a la
desnitrificacion, volatilizacion y lixiviacion (Morales, et al., 2019). La desnitrificacidn consiste
en el proceso por el que los 6xidos de nitrégeno (NOsy NO,) son reducidos a 6xido nitrico (NO)
y Oxido nitroso (N2O) por la enzima reductasa, transformandose finalmente en nitrégeno gaseoso
(N2), lo que implica pérdidas de nitrogeno en el suelo que llegan a la atmésfera. También, la
volatilizacion ocasiona mermas de nitrégeno significativas en suelos secos, &cidos y calcareos
debido a que el amoniaco (NHs) es un gas volatil, y la lixiviacion, que consiste en el transporte
de nitrogeno por el agua a las zonas profundas del suelo donde no llegan las raices de las plantas
haciendo que no sea aprovechable por los cultivos. La lixiviacion de nitratos (NOs) es inevitable
a pesar de la implementacion de mejores précticas agricolas, tales como el manejo del recurso
hidrico y la adecuada fertilizacion. nitrogenada (Morales, et al., 2019). Esto hace que las plantas
solo pueden utilizar un méaximo del 75% del aporte de nitrdgeno (Gutiérrez, et al., 2012).

Por todo ello, dados su elevado requerimiento y la facilidad con que se pierde del suelo, el N es
considerado como uno de los insumos mas utilizado en la agricultura, a nivel mundial, después
del agua (Frinket, et al., 1999). El consumo de fertilizantes nitrogenados es actualmente muy
elevado, concretamente de 118 millones de toneladas por afio en todo el mundo, lo que representa
el 59% del total de fertilizantes (FAO 2017). Aunque la produccion y aplicacion masiva de estos
fertilizantes nitrogenados ha permitido mantener el gran incremento del rendimiento de los
cultivos durante el pasado siglo, el uso excesivo de los mismos también ha generado importantes
problemas medioambientales. EI N al pasar por otros ecosistemas terrestres, reduce la
biodiversidad, contamina el aire, el agua y agrava el calentamiento global (Morales, et al., 2019).
Un ejemplo de ello es la proliferacion descontrolada de algas fitoplanctonicas (eutrofizacion),
debido al exceso de nutrientes presentes en las aguas en las que se acumulan compuestos
nitrogenados, que provoca efectos adversos en las masas de agua afectadas, como lagos o
embalses. Ademas, otro efecto perjudicial de los fertilizantes nitrogenados son los procesos de
produccién, los cuales generan importantes emisiones de Oxido nitroso, un gas de efecto
invernadero y contribuyente clave del calentamiento global (Vidal, et al., 2020). El exceso de N
prolonga el periodo de crecimiento vegetativo, retrasa la madurez, disminuye el contenido de
azucar, y también atrae plagas de insectos y causa epidemias de enfermedades (Fu, et al., 2015).
Su uso también estd generando problemas a nivel de salud humana. El nitrato no absorbido se
filtra al agua subterranea, lo que genera la contaminacién pozos y acuiferos contaminando el agua
para consumo humano. También causa problemas al llegar a la atmosfera en estado gaseoso.
Estudios publicados en la revista WHO sobre poblaciones humanas indican que la exposicion a
largo plazo al NO2 a niveles elevados puede provocar una disminucion de la funcién pulmonar y
aumentar el riesgo de aparicion de sintomas respiratorios.

Sin embargo, para satisfacer las demandas de una poblacion en crecimiento se necesita generar
un elevado rendimiento en los cultivos, por lo que se debe hacer uso de grandes cantidades de
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fertilizantes nitrogenados. Por las razones explicadas anteriormente, debido a los altos costos de
los fertilizantes nitrogenados en la produccion agricola, y también por el efecto nocivo
contaminante de estos para el medio ambiente, seria deseable desarrollar estrategias para reducir
el insumo de nitrdgeno y, al mismo tiempo, mantener la productividad. Una comprension méas
completa de las bases moleculares y fisioldgicas de la absorcion de N y del metabolismo de las
plantas puede revelar estrategias para lograr estos objetivos, (Vidal, et al., 2020 y Wang, et al.,
2020) aumentando de esta forma la eficiencia en el uso de nitrégeno (NUE) para la produccion
en cultivos.

Actualmente, una gran parte de la investigacion en este contexto se centra en el estudio de la
eficiencia en el uso del N (NUE) Este parametro depende de diversos factores fisiol6gicos y
metabdlicos, como la absorcidn de nitrogeno del suelo, la asimilacién de nitrégeno en las raices,
el transporte a otras partes de la planta, la interaccion entre las fuentes y los sumideros, asi como
de los mecanismos de sefializacion y regulacién del contenido en N (Fu, Y. et al., 2015). La NUE
se puede definir como la produccion de biomasa de la planta por unidad de nitrégeno absorbida,
y se compone de dos términos. En primer lugar, la capacidad de la planta para absorber N del
suelo denominada "eficiencia de absorciéon de nutrientes” (NUpE) y, en segundo lugar, la
capacidad de la planta para transferir N a los 6rganos y el utilizado para su propio rendimiento,
conocida como "eficiencia de utilizacion de nutrientes" (NUtE) (Abenavoli, et al., 2016) (Figura
1.1)

Por lo tanto, la identificacién de genes capaces de mejorar el crecimiento de las plantas en
condiciones de bajo N se considera fundamental para desarrollar una agricultura sostenible.
Aungue en los Ultimos afios se han realizado trabajos para identificar, mediante estudios
agronomicos, fisiologicos y genéticos, los pasos limitantes de la NUE en especies de cultivo en
funcidn de las condiciones ambientales y se han identificado algunos genes cuya expresion mejora
la absorcion y asimilacién de nitrogeno, la informacién disponible sobre los genes que podrian
mejorar potencialmente el crecimiento y desarrollo vegetal en condiciones limitantes de nitrégeno
sigue siendo insuficiente (Sakuraba et al., 2021). Se hace necesario saber mas sobre genotipos
gue puedan regular al alza el sistema de transporte de nitratos, y modular su arquitectura radicular
para responder de forma adaptativa al bajo contenido de nitrégeno (Abenavoli et al., 2016 e Igbal
et al., 2020)

NUpE = N contenidos en planta /N supplied

NUtE = Rendimiento/N contents in plant

NUE = NUpE x NUtE

Figura 1.1 NUE y sus componentes. Fuente: Fu et al., 2015, FEBSletters

1.2 Absorcién, transporte y asimilacion de nitrégeno

La absorcion de nitrogeno en las plantas esta altamente regulada. Las plantas absorben nitrato a
través de transportadores localizados en la membrana plasmatica de células epidérmicas y
corticales de la raiz en un amplio rango de concentraciones y utilizando varios mecanismos de
transporte, incluidos sistemas de transporte de alta y baja afinidad constitutivos e inducibles por
diferentes formas de nitrégeno. El nitrégeno es absorbido fundamentalmente en forma inorganica,
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como NOs (nitrato) y NH4* (amonio). El nitrato (NO3") es la fuente principal de N en la mayor
parte de sistemas naturales (Vidal, E. et al., 2020). Es altamente mévil y facilmente disponible
en el suelo debido a su forma anidnica (Jin, et al., 2015). El nitrato constituye la forma
nitrogenada que induce el mayor nimero de transportadores tanto de afinidad alta como de
afinidad baja. Ademas, induce la sintesis de otros enzimas como el nitrato reductasa (NR) y el
nitrito reductasa (NiR), que son enzimas de asimilacion de nitrato. Asimismo, afecta a las enzimas
de la via GOGAT para la asimilacion de amoniaco (Wang, et al., 2001) (Figura 1.2).

/,Protein 'Shoot  Vegetative/ ‘
NO.- NH,’ AA Ur sinks  reproductive
3
Phloem
/Protein (Source  Mature/
NO.- > NH,* AA < s> Ur | leaf senescing
% : )
Phloem
AA
Ur
NO,
Xylem | NHS
NO,- NH, AA ur (Nodule, Source/
t 4 t t \Protein root sink
| L |
NO,- N, NH, AA

Figura 1.2. Esquema de los procesos de transporte de nitrégeno (N) y las relaciones fuente-sumidero a nivel de planta
completa. Los flujos de N desde el suelo hasta la raiz, la hoja y los sumideros implican el transporte a corta y larga
distancia de N inorgdnico y orgdnico. El xilema y el floema conectan las fuentes con los sumideros y son esenciales
para la movilizacién de N. Fuente: Zhao et al., 2018. International journal of molecular sciences.

El nitrégeno, en su forma de nitrato, debe ser incorporado en aminoécidos. Para ello, se hace
necesaria su reduccion a nitrito. Este proceso se lleva a cabo mediante el enzima nitrato reductasa
(NR). A continuacién, el nitrito resultante se reduce, a su vez, a amonio por el nitrito reductasa
(NiR) en las células del mesofilo. La asimilacion de amonio a aminoacidos se lleva a cabo a través
de la glutamina sintasa (GS), glutamina oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT), y de la
asparagina sintetasa (ASN) (Khrook, et al., 2010).

La asimilacion puede tener lugar en las hojas o raices, dependiendo de la especie y las
condiciones ambientales. De esta forma, los aminoécidos y el nitrato se transportan a través del
xilema hasta las hojas (Zhao, L. et al., 2015). Las enzimas citosélicas GS1 y GS2 desempefian
un papel importante en la asimilacion primaria de N en las raices, especialmente en condiciones
de elevado contenido en nitrato (Lothier, et al., 2011). Las isoformas de GS1, inducida en las
células del mesdfilo durante la senescencia de las hojas, promueven la carga de N en el floema
para su traslocacion y de esta forma reasimilar el amonio generado en el catabolismo de
aminoacidos (Lothier, et al., 2011). En Arabidopsis thaliana, la familia de genes GS abarca
cinco genes bien estudiados que codifican para las diferentes isoenzimas
GS1, (GLN1;1 a GLN1;5). GS2 esta codificado por un solo gen, GLN2;0 y los mutantes

defectuosos en esta isoenzima ain no estan caracterizados en el modelo vegetal Arabidopsis. Se
cree que el GS2 estd involucrado en la eficiencia del uso de N. Estudios en plantas diferentes a
Arabidopsis, como la cebada, han demostrado que los mutantes con ausencia de GS2 no son
viables (Ferreira, et al., 2019). Sin embargo, no existe correlacion entre la presencia de GS2 en
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las raices y la asimilacion de nitratos (Ferreira, et al., 2019). Por otro lado, las isoformas de
GOGAT son dependientes de ferredoxina y se encuentran en cloroplastos del meséfilo, mientras
que NADH-GOGAT esta presente en las células de hojas y raices, lo cual contribuye aiin més a la
asimilacion de N (Tegeder, et al., 2018).

Cuando las formas de nitrdgeno han ingresado a la planta pueden ser almacenados por los tejidos
radiculares, reducidos y sintetizados en aminoacidos, o depositados en el xilema para su transporte
a través del tallo. Los nitratos se acumulan en las vacuolas en conexién con el citosol y se pueden
almacenar en las vacuolas de las raices, brotes y 6rganos de almacenamiento, desde donde puede
ser recuperados. El nitrato almacenado en las vacuolas puede ser un depoésito de N que se utilizara
cuando el suministro externo de N es bajo.

Para decidir la cantidad de nitrato que se almacenara en las vacuolas para su uso posterior y la
particion de nitrato asignado a otros tejidos, las plantas deben controlar de manera efectiva los
niveles de suministro externo de nitrato, responder a la demanda de nitrégeno de sus diferentes
tejidos y, finalmente, comunicar sistematicamente la informacion para activar las enzimas
metabolicas y los transportadores a través de la transcripcion o regulacion postranscripcional.
(Wang et al., 2001 y Wang et al., 2018).

1.3 Transportadores de nitratos

Las proteinas transmembrana son imprescindibles en la absorcion de nitrato y para su transporte
y translocacion entre células, tejidos y oOrganos. Existen cuatro familias de proteinas
transmembrana que participan en estos procesos, la familia de transportadores de nitrato 1
NRT1/Transportador de péptidos PTR también conocido como NPF, la familia de transportadores
de nitrato 2 (NRT2), la familia del canal de cloruro CLC y el canal de anion de activacion lenta
SLAC (Liu et al., 2022). Todos estos transportadores se expresan en diferentes partes de la planta
para participar en la distribucion y el metabolismo de los nitratos (Chao, et al., 2021) (Figura

1.3).
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En las plantas, los miembros de NPF/NRT1 se caracterizaron, inicialmente, como transportadores
de nitratos o péptidos (Leran, et al., 2014). En Arabidopsis, los transportadores de la familia NPF
tienen de forma general, una baja afinidad por NOs™. Los miembros de NPF se dividen en ocho
subfamilias (de NPF1 a NPF8). NPF6.3, conocido como AtNRTL1.1, fue el primer miembro
descubierto como transportador de nitratos en Arabidopsis. Anteriormente, NRT1.1 se identificd
como un transportador de nitrato de doble afinidad, que trabaja en concentraciones bajas y altas
de nitrato (Bohnoer, et al., 2015). Posteriormente, se demostré que NRT1.1 controla la
arquitectura radicular actuando como un sensor de nitrato potencial, y que se encuentra
involucrado en la respuesta primaria de nitratos. Un estudio del laboratorio de Crawford identifico
un mutante con una respuesta defectuosa al nitrato, y se determind que la mutacion estaba
localizada en NRT1.1 (Wang, et al., 2009) La caracterizacidn del mutante revel6 que cuando las
plantas utilizan nitrato, el papel de NRT1.1 se pierde, y son otros sensores como el NiR o NRT2.1
los dominantes en la respuesta a N. (Wang, et al., 2009 y Bouguyon, et al., 2015) (Figura 1.4)
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Figura 1.4 Funciones fisiologicas de los transportadores de nitrato NPF de Arabidopsis. Se muestran las funciones de
absorcion y salida de nitrato del suelo, asi como el transporte de raiz a brote, la distribucion de nitrato entre las hojas
y el desarrollo de semillas. Abreviaturas: HATS, sistema de transporte de alta afinidad. LATS, sistema de transporte de
baja afinidad. NPF, familia de transportadores de nitratos 1 (NRT1) /transportadores de péptidos (PTR); NRT,
transportadores de nitratos. Fuente: \Wang Y. et al., 2018. Annual review of plant biology

Mas adelante, algunos miembros de NPF se identificaron en diferentes plantas, demostrandose
que se comportan como transportadores de dipéptidos. Sin embargo, en los ultimos afios, varios
estudios evidenciaron que algunos miembros de NPF/NRT1 podrian transportar una gama aun
més amplia de sustratos, incluyendo nitrito, cloruro, auxina (IAA), acido abscisico (ABA),
jasmonatos (JA), giberelinas (GA) y glucosinolatos. Ademas, algunos de los miembros
de NPF incluso pueden transportar mas de un sustrato diferente: nitrato / IAA, nitrato / ABA,
nitrato / glucosinolatos, péptidos / aminoacidos o0 GA / JA. (Chao, et al., 2021) (Figura 1.5)
Otros ejemplos de importantes participantes en la redistribucion de nitrato a traves del xilema,
pertenecientes a la familia NPF/NRT1 son NPF1.1 y NPF1.2 de Arabidopsis, los que se encargan
de generar un crecimiento en la planta. La subfamilia NPF2 contiene transportadores de nitrato,
fitohormonas y glucosinolatos en Arabidopsis, NPF2.3, como transportador radicular, contribuye
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a la translocacion de nitratos a hojas bajo estrés salino. Otro ejemplo es NPF2.12 que es
responsable del desarrollo embrionario temprano dependiente de nitratos. Existen cinco
miembros de NPF que son capaces de transportar glucosinolatos en la subfamilia NPF2 (Chao,
et al., 2021) como es el caso del transportador NPF2.11 (Chao, et al., 2021)
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Figura 1.5 Regulacién de la asignacion de nitrato foliar en respuesta al suministro externo de nitrato (NO3-)
en Arabidopsis. Se muestran los transportadores NPF1.1, NPF1.2 y NPF2. Si la concentracidn de nitrato es suficiente
este es transportado por el xilema y se redistribuye mediante NPF1.1 y NPF1.2 por el floema de las hojas viejas para
sustentar a las hojas jovenes en desarrollo. Sin embargo, si el suministro de nitrato es limitado, el nitrato almacenado
en las hojas viejas es removilizado por NPF2.13 en el floema para satisfacer la demanda de nitrégeno en las hojas
jovenes. Abreviatura: NPF, familia de transportadores de nitrato 1 (NRT1) /transportadores de péptidos (PTR). Fuente:
Wang Y. et al., 2018 Annual review of plant biology

Ademas, algunos transportadores pertenecientes a la familia NRT1/NPF se encargan de
transportar nitrato a las partes aéreas. Algunos de ellos como AtNPF7.3, AtNPF7.2 y AtNPF2.9
participan en este transporte de larga distancia. En primer lugar, NRT1.5 se expresa en las células
del periciclo y carga el nitrato en el xilema. AtNPF7.2 se expresa en las células del parénquima
del xilema y también tiene la funcion de descargar el nitrato. Por Gltimo, AtNPF2.9 se expresa en
las células acompafiantes del floema, eliminando el nitrato de la savia y actuando en el transporte
de nitrato a la raiz. (Fu, et al., 2015)

En general, las proteinas NRT1/NPF son sistemas de transporte de baja afinidad (LATS), mientras
que las proteinas NRT2 corresponden a sistemas de transporte de alta afinidad (HATS) (Miller, et
al., 2007). Hasta la fecha, se ha demostrado que NRT1.1, NRT1.2, NRT2.1, NRT2.2, NRT2.4 y
NRT2.5 desempefian un papel clave en la absorcion radicular de NOs™. Sin embargo, esté claro
que la actividad de HATS depende predominantemente de la proteina NRT2.1. De hecho,
mutantes para NRT2.1 han perdido hasta el 75% de la actividad de HATS (Jacquot, et al., 2020).
La isoforma NRT2.1 que contribuye de forma importante a la actividad HATS total, necesita una
proteina asociada llamada NAR2.1 para funcionar. (Lupini, 2017) NAR2 forma un complejo con
NTR2 para mantener su estabilidad. EI genoma de arroz, el cuél es mucho mayor al de
Arabidopsis, tiene solo cuatro genes NRT2 y dos genes NAR2. (Wang, et al., 2018)
AtNRT2.1 y AtNRT2.2 se conocen como dos de los genes responsables de la absorcion de nitrato
de alta afinidad en Arabidopsis. También se ha demostrado en varios estudios que AtNRT2.4 y
AtNRT2.5 estén involucrados en la absorcion de nitrato, pero su contribucion solamente aparece
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a bajas concentraciones de nitrégeno. Todos estos transportadores se expresan en zonas distintas
de la raiz. AtNRT2.1 se expresa en la zona vieja de la raiz principal, AINRT2.4 en la parte méas
joven de la raiz primaria y la region distal de las raices laterales, y AtNRT2.5en los pelos
radiculares de las raices primarias y laterales (Wang, et al., 2018).

1.4 Transportadores de amonio y urea

Ademas del nitrato, el amonio también es una forma inorgéanica de nitrégeno que las plantas
pueden absorber directamente del suelo. En los suelos secos, el nitrato sirve como la fuente de
nitrégeno principal. Sin embargo, en suelos himedos, o acidos, el amonio sustituye al nitrato
como principal forma de nitrégeno. Los costos de energia para la planta en el proceso de absorcion
y utilizacion de amonio son menores que con el nitrato ya que al suministrar ambas formas de N,
la capacidad de absorcion de alta afinidad del amonio es significativamente mayor que la del
nitrato, independientemente del estado nutricional de N de las plantas. Esto indica una preferencia
relativa por el amonio sobre el nitrato de los HATS correspondientes en las raices. (Gu, et al.,
2013).

La absorcion de amonio en las plantas estd dominada por el sistema de absorcion de amonio de
alta afinidad, cuya capacidad para absorber amonio aumenta con el aumento de la concentracion
suministrada y alcanza la saturacion a aproximadamente 1mM. En una amplia gama de
organismos, el transporte de amonio a través de las membranas esta mediado por proteinas de la
familia transportador de amonio permeasa/proteina Rheus (AMT/MEP/Rh) En Arabidopsis
thaliana, cuatro homologos de la familia AMT (AMT1;1, AMT1;2, AMT1;3y AMTL1;5) y un
homologo de la subfamilia MEP (AMT2;1) se expresan en las raices, mientras que AMT1;4 est4
altamente expresado en el polen (Yuan et al., 2009). Las proteinas de tipo AMT1 expresadas en
raiz AMT1;1, AMT1;2, AMTL1;3 y AMTL1;5 son los principales transportadores de la absorcién de
amonio de alta afinidad en las raices de Arabidopsis. Dos de estos transportadores, AMT1;1 y
AMT1;3, muestran una localizacion predominante en las células rizodérmicas y corticales,
incluidos los pelos radiculares, y son responsables de aproximadamente dos tercios de la
capacidad de absorcién de amonio de alta afinidad en las raices. La localizacion de AMT1;2 en la
membrana plasmatica de las células endodérmicas y corticales, a su vez, indica que puede mediar
en la absorcion de amonio que entra en la raiz a través de la ruta de transporte apoplasico. (Giehl,
et al., 2017). En la planta modelo Arabidopsis, AtAMT2 se concentra preferentemente en el
periciclo tras la exposicion a amonio. Existe ademas una cooperacion de AtAMT2 con AtAMT1;2,
0 AtAMT1;3 en el proceso de translocacién de amonio desde la raiz (Hao, et al., 2020).

Las plantas, ademas de formas inorganicas de N, también son capaces de absorber urea. En los
tejidos vegetales, la urea se encuentra en concentraciones de micro a milimolares que se derivan
principalmente de dos fuentes. Por un lado, la urea presente en el suelo de forma natural aportada
por la degradacién de la materia organica, y los excrementos animales. Por otro lado, aquella que
se obtiene como una forma importante de nitrégeno (N) a partir de fertilizantes utilizados en la
produccién agricola (Bohner, et al., 2015). Aunque las interacciones de NOs y NHs*en la
captacion y asimilacién son bien conocidas, las interacciones de la urea con estas formas de N
inorganico estan poco estudiadas. Algunos estudios han demostrado que la urea ejerce un efecto
represor sobre la entrada de NOs™, al tiempo que aumentaba la absorcion de NH4* en las plantas
de Arabidopsis, interfiriendo también con los genes relacionados con la via de la glutamina
sintetasa-glutamato sintasa (GS-GOGAT) (Lupini, et al., 2017).

El transporte de alta afinidad de urea estd mediado por el transportador especifico de sustrato
DURS3. Esta proteina se ha localizado principalmente en las raices donde participa en la absorcion
de urea. DURS, ademas, es capaz de recuperar la urea del apoplasto foliar y contribuye a una
exportacion mas eficiente de amonio desde las hojas senescentes. En ausencia de esta funcion de

removilizacion, los niveles de urea disminuyen a largo plazo. El transporte de urea de baja
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afinidad estd mediado por acuaporinas pertenecientes al tonoplasto (TIP) o por proteinas
intrinsecas de la membrana plasmatica (PIPs) (Bohner, et al., 2015).

1.5 Deficiencia de nitrogeno en plantas: efectos a corto y largo plazo

El nitrégeno es el elemento mineral esencial que se encuentra en mayor concentracion en la planta
(Guardiola, 2022) y su disponibilidad regula el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante
redes de sefializacion de dicha disponibilidad que puede tener efectos a corto y largo plazo. El
efecto a corto plazo consiste en una respuesta primaria a los nitratos. Un elevado nimero de genes
implicados en el transporte de nitratos (NRT) y su reduccién (NIA y NiR), varian su expresion
después de un breve periodo de exposicion a una aportacién de nitrato. De hecho, algunos de estos
genes son inducidos en cuestion de pocos minutos. Los efectos a largo plazo estan representados
por la influencia del nitrato en el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluidos efectos sobre
la morfogénesis de las raices, la floracion de las plantas, la latencia de semillas, el cierre
estomatico, el ritmo circadiano y el transporte de auxina. Los efectos del nitrato sobre el desarrollo
de las raices estan bien estudiados y ya se han identificado varios genes esenciales involucrados
en este proceso (Zhao, et al., 2018).

Por todo lo anterior, una deficiencia en nitrégeno induce un gran nimero de cambios en el sistema
vegetal, todos ellos perjudiciales (de Bang, et al., 2011). Una leve deficiencia de N es capaz de
generar la elongacion de la raiz primaria y de las raices laterales, mientras que, de forma contraria,
una deficiencia grave del mismo o una deficiencia prolongada inhibe el crecimiento general de la
raiz. La elongacion de la raiz lateral durante una deficiencia leve de nitrégeno depende en gran
parte de la accion de las auxinas, como se ha demostrado en varios estudios. Durante una
deficiencia grave o prolongada, NTR1.1 se encarga de eliminar las auxinas de los primordios
presentes en la raiz lateral inhibiendo de esta forma su crecimiento. (de Bang, et al., 2011 y
Gruber et al., 2013). Por el contrario, altas concentraciones de nitrato reprimen el transporte de
auxinas a zonas alejadas de los primordios radiculares, estimulando el crecimiento radicular. (de
Bang, et al., 2011). Ademas de la auxina, otros responsables de la inhibicion del crecimiento
lateral radicular son los péptidos como CLAVATA3 (CLV3), que se inducen a través de una via de
sefializacién dependiente de CLAVATAL (de Bang, et al., 2011).

El sintoma mas facilmente observable generado por una deficiencia de N son hojas cloréticas,
denominadas asi debido a que la clorosis se propaga uniformemente (clorosis general) a toda la
hoja por la disminucion del proceso de sintesis de clorofila o también por la descomposicién de
las proteinas de unién a la clorofila existentes en los fotosistemas (Hundson, et al., 2011). La
asimilacion de nitrogeno en el cloroplasto se encuentra acoplada a la biosintesis de clorofila
mediante la via GS/GOGAT, el glutamato es el principal precursor de las clorofilas (Hundson, et
al., 2011) Debido a esto, existe una fuerte correlacion entre el contenido de clorofila de las plantas
y su estado de N (Havé, et al., 2017 y de Bang, et al., 2021).

Todos los compuestos que contienen nitrégeno son capaces de desplazarse facilmente por el
floema, por ello las hojas mas viejas actilan como la principal fuente de N durante situaciones de
deficiencia en este compuesto. Suministran N a tejidos en desarrollo, como hojas, semillas y
flores. Como consecuencia, todos estos sintomas serén visibles primeramente en las hojas méas
viejas. (de Bang, et al., 2011). Como se ha dicho anteriormente, otro efecto negativo de un nivel
de N bajo es la floracion temprana en comparacién con la floracion producida en condiciones de
N altas, aunque una inanicion de N prolongada puede hacer que la floracion termine sucediendo
en un tiempo comparable con el de altas concentraciones de N en A.thaliana (Ya-Ling et al.,
2017).



1.6 Herramientas para la mejora de la NUE en tomate

Nuestro trabajo se ha desarrollado en el tomate, (Solanum lycopersicum L.), que es uno de los
cultivos horticolas mas importantes a nivel mundial (Lupini, et al., 2017). Se produjeron mas de
180 millones de toneladas de tomate para consumo y procesamiento en fresco (FAO). El fruto de
la planta del tomate es un producto importante en la alimentacion humana, siendo una fuente de
flavonoides, compuestos fendlicos, vitaminas C y E, licopeno, caroteno, acido félico, acido
potésico y xantofilas. Sin embargo, la utilizacion de elevadas concentraciones de fertilizantes N
(entre 250-300kg/ha) para conseguir el maximo rendimiento en sistemas de cultivo extensivo esta
ocasionando graves problemas en la actualidad (Zhao, et al., 2018).

La identificacion de genotipos de tomate con variabilidad para la NUE, asi como la posterior
identificacion de rasgos fisiologicos y moleculares contrastantes, puede utilizarse para desarrollar
estrategias de mejora (Lupini, et al., 2017) que pueden tener un importante potencial en
agricultura.

Un objetivo importante para poder implantar una agricultura sostenible es el poder descifrar las
complejas redes reguladoras que subyacen a las respuestas al nitrégeno en las plantas, comprender
los mecanismos moleculares y los procesos fisiologicos reguladores del metabolismo del
nitrogeno (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Linea del tiempo para los principales descubrimientos sobre nitratos en los ultimos afios. Representa una
cronologia de algunas de las publicaciones clave en la sefializacion de nitratos durante los ultimos 70 afios. Fuente:
Vidal et al., 2020 The Plant Cell.

El enfoque 6mico ha permitido investigar las interacciones entre redes complejas que participan
en el metabolismo del N, entre ellas se encuentran los procesos de absorcion, transporte y
regulacién de N, ademas del metabolismo de aminoacidos (Fukushima et al., 2014).

Ademés, el progreso de la metabolomica ha proporcionado informacidon bésica sobre las
respuestas de las plantas a los cambios fisiolégicos o0 ambientales desencadenados por el estado
N (Fukushima, et al., 2014). Los datos dmicos masivos que describen componentes celulares
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como metabolitos facilitan el estudio de las interacciones entre estos componentes (redes
reguladoras transcripcionales, interacciones proteina-proteina y vias metabolicas). En el analisis
de redes, los antecedentes tedricos de la estadistica, los procedimientos para construir redes de
asociacion y los enfoques de inferencia de redes son importantes para la interpretacion biolégica
de los conjuntos de datos émicos (Fukushima, et al., 2014). Un ejemplo de estas herramientas
son los andlisis trascriptomicos que se han realizado para caracterizar las respuestas de expresion
génica a la inanicién de N o al suministro limitado de N en plantas modelo como Arabidopsis y
en Solanum tuberosum. Cada uno de estos estudios revel6 genes compartidos y expresados
diferencialmente en respuesta a la falta de nitratos, participantes en procesos relacionados con el
metabolismo del C y N, el transporte transmembrana y la fotosintesis. Debe afiadirse que se han
detectado respuestas comunes en otros andlisis de plantas de tomate en condiciones de inanicion
de otros macronutrientes como azufre y potasio (Fukushima, et al., 2014).

Debido a la gran relevancia econdmica del tomate, la identificacion de genes que codifican para
transportadores claves involucrados en la adaptacion a un suministro suboptimo de N seria de
gran interés para el desarrollo de nuevas variedades con una NUE mejorada (Zhao, et al., 2018).
La secuenciacién recientemente completada del genoma del tomate brinda ahora acceso a un
mayor nimero de genes previamente identificados en especies modelo como Arabidopsis donde
ya han sido identificados como importantes participantes en la absorcion y asimilacién de NO3z™
(Abenavoli, et al., 2016).

Hasta ahora, las diferencias en NUE para tomate se han relacionado con caracteristicas
morfol6gicas y con las diferencias en la expresion de los transportadores de nitrégeno como las
familias de transportadores NRT1, NRT2, AMT vy el transportador de urea (SIDUR3) (Fu, et al.,
2018).

Sin  embargo, solamente se han estudiado con mayor profundidad los
genes LeNRT1.1, LeNRT1.2, LeNRT2.1, LeNRT2.2y LeNRT2.3. Se conoce que los cinco se
expresan en raices y son inducidos por nitrato, pero ninguno de ellos se ha estudiado
funcionalmente (Fu, et al., 2018).

2. OBJETIVOS

En trabajos previos se identificaron en tomate los genes de los transportadores de nitrato NPF1.17
y NPF2.11 que variaban su expresién en respuesta al N. En el presente TFG se estudia la relacién
entre la expresion de estos genes con el crecimiento vegetativo empleando cultivares con NUE
contrastante. Para conseguir este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Estudio de la variacion entre cultivares de pardmetros relacionados con el crecimiento
vegetativo (biomasa, contenido en clorofilas, eficiencia cuantica efectiva y maxima del
fotosistema 1) y de su respuesta a la deficiencia de N.

2. Andlisis de la variacion de la expresion de los genes NPF1.17 y NPF2.11 en hojas entre
genotipos y en respuesta a la limitacion del aporte de N.

3. Estudio de las correlaciones entre los parametros de crecimiento y la expresion de los genes
NPF1.17 y NPF2.11
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal y tratamientos

3.1.1 Cultivares

En este proyecto se estudiaron cuatro genotipos de la especie Solanum lycopersicum L. conocidos
como tomate tipo cuarenteno (CV70), tipo cagon (CV32), pequefio de colgar (CV82) y el cultivar
comercial Moneymaker (MM). El cultivar MM fue utilizado como control. En estudios previos
con estos cultivares realizados en este laboratorio se demostro la existencia de diferencias
significativas en la eficiencia de uso de nitrogeno (NUE).

En primer lugar, el cultivar CV32 (tomate tipo cagon) es el que presenta la reduccion mas elevada
respecto a la NAE al someterse a un bajo aporte de nitrogeno. Presenta una NAE alta en aportes
suficientes, pero esta desciende cuando se generan condiciones limitantes de este macronutriente
esencial. Por otro lado, el cultivar CV82 (tomate pequefio de colgar), a pesar de que en
concentraciones de nitrégeno normales presente valores de NAE reducidos, es el cultivar que se
mantiene mas estable con un descenso minimo de NAE entre las dos condiciones. Por ultimo, el
cultivar MM (Moneymaker), utilizado como cultivar de referencia en el proyecto, representa los
valores mas elevados en NAE tanto en condiciones normales como limitantes de nitrégeno. Cabe
destacar que el cultivar CV70 (tomate tipo cuarenteno) también presenta valores de NAE elevados
para ambas condiciones presentando ademas una produccion mas elevada que para el resto de
cultivares estudiados, siendo mayor incluso que para el cultivar MM. (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Produccion y NAE en genotipos MM, CV28, CV32, CV35, CV57, CV70, CV78, CV82. Grdficas obtenidas de
estudios realizados por este laboratorio aun no publicadas. Se realizaron siguiendo a Weih et al., 2005
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3.1.2 Tratamientos

Las plantas se cultivaron en dos niveles de fertilizacion nitrogenada basados en la solucion de
Hoagland y Arnon (1950): solucion completa con un aporte suficiente de nitrégeno de 8 mM
(100N) y limitante, que aporta la mitad de nitrogeno que la completa, 4 mM N (50N) (Tabla 3.1).
El resto de los componentes (macro y micronutrientes) se mantuvieron constantes variando las
sales empleadas. Por un lado, una soluciéon completa 100N se utiliz6 como medio control y el
medio 50N se utiliz6 para poder observar las diferencias en la capacidad de los cultivares
estudiados para resistir el déficit de nitrégeno.

Tabla 3.1: Composicion de las soluciones nutritivas propuesta por Hoagland y Arnon, basada en las proporciones de
macro y micronutrientes absorbidas por plantas de tomate en concentraciones 8mM (solucién completa 100N) y 4mM
(50N). Concentracion de las soluciones stock de las sales utilizadas y mL usados por litro de solucioén nutritiva.

Macronutrientes 100N 50N
1M NH4PO4 imL 0.5mL
1M KNO3 6mL 3mL
1M Ca (NO3), 4mL 2mL
1M MgSO4 2mL 2mL
1M KH,PO4 0 0,5mL
0,5M K;SO4 0 2mL
1M KCI 0 0,5mL

1M CaCl, 0 2mL
Micronutrientes 100N 50N
Fe 0,5mL 0,5mL
Micros 0,5mL 0,5mL

3.2 Genes estudiados

Se eligieron los genes NPF1.17 y NPF2.11 para estudiar su expresion en la especie de tomate
Solanum lycopersicum L. Se eligieron ambos genes para este proyecto ya que se ha demostrado
en trabajos previos de este laboratorio que ambos tienen una elevada expresion en hoja de varios
cultivares de S. lycopersicum.

Existe un gen homologo a NPF2.11 de tomate en Arabidopsis que codifica para un transportador
especifico de glucosinolatos dependiente de protones de alta afinidad crucial para el transporte de
glucosinolatos derivados de metionina y triptéfano a las semillas (Wang Y, et al., 2018). El gen
NPF1.17 no tiene homoblogos en Arabidopsis (Wang Y, et al., 2018). Ademas, existen genes de
la misma familia en Arabidopsis que participan en el transporte de nitratos, como es el caso de
NPF1.1 'y NPF1.2 los cuales transportan el nitrato por el xilema en condiciones suficientes de
nitrogeno, y el caso del transportador NPF2.13 que redistribuye el nitrato almacenado en hojas
viejas hasta las hojas jovenes para que continten su desarrollo en condiciones de carencia de
nitrogeno (Wang Y, et al., 2018).
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3.3 Germinacién de semillas

En primer lugar, se distribuyeron las semillas, previamente esterilizadas con lejia, en semilleros
con fibra de coco en fecha de 27 de enero. Se coloc6 mediante pinzas una semilla por cuadrante
de cada semillero. Los semilleros se recubrieron con film, se guardaron en la camara de cultivo a
23/18°C 16/8 h luz/oscuridad y se regaron con agua hasta alcanzar la germinacion de las semillas
y el desarrollo de las plantulas. El film se retiro tras la germinacion para aclimatar las plantulas.

3.4 Crecimiento y desarrollo

Los semilleros se mantuvieron en camara durante 3 semanas a una temperatura comprendida en
el rango de 23°C-18°C en ciclos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad por dia. El riego fue
unicamente con 100mL de solucion completa (100N) por plantula durante su desarrollo en
semillero y se realizé dos veces por semana.

Las plantas se trasplantaron a macetas de 1L de capacidad en fecha de 23 de febrero, una vez que
estas habian alcanzado el tamafio suficiente. Como sustrato para las macetas se utilizo fibra de
coco. Se colocaron dos plantas por maceta habiendo en camara una cantidad de 40 macetas con
un total de 10 plantas para cada tratamiento y genotipo. Al dia siguiente se aplicaron los
tratamientos diferenciales tanto 100N como 50N. El riego se mantuvo dos dias por semana y al
mismo tiempo se anotaron las diferencias en el crecimiento de los genotipos en ambos
tratamientos midiendo su altura con regla y observando como se adapta cada genotipo a la
carencia de nitrégeno. Las medidas de altura se realizaron en fechas 24 de febrero y 4 de marzo.

El cultivo en camara se prolong6 durante tres semanas mas, hasta registrar diferencias en el
crecimiento entre tratamientos de las plantas del genotipo de referencia MM, momento en el que
se procedioé con el muestreo.

3.5 Medidas y analisis

3.5.1 Anélisis de parametros fotosintéticos: SPAD y fluorescencia

Para comprobar que existian diferencias entre genotipos y tratamientos, se analizaron los
pardmetros fotosintéticos de SPAD y fluorescencia.

Las medidas SPAD permiten determinar el indice relativo de clorofila en las hojas, lo que esta
estrechamente relacionado con el nivel de nitrogeno en la planta y por tanto con su estado
nutricional. El contenido en clorofilas se estimo empleando un medidor SPADS502. En cada planta
se midi6 en hoja joven (3-4° hoja desde el apice) y hoja vieja iniciando senescencia (3-4* hoja
desde la base del tallo). Las medidas SPAD (contenido en clorofila en hojas) se realizaron en
fechas 4, 11 y 15 de marzo.

Por otro lado, la medida de la fluorescencia de la clorofila es una herramienta no destructiva,
ampliamente utilizada en estudios que involucran respuesta de las plantas a diferentes tipos de
estrés ambiental. Ademas, permite evaluar el estado fotosintético y detectar cambios fisioldgicos
y ambientales de las plantas. Es una técnica habitual en fisiologia vegetal con diferentes d&mbitos
de aplicacion, tales como la evaluacion de parametros de crecimiento y desarrollo, la deteccion
de situaciones de estrés o respuestas de las plantas a los cambios ambientales (Jiménez-Suancha,
et al., 2015).
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Para poder comprobar si existe un estrés en condiciones de nitrogeno limitado (50N), se midio la
eficiencia efectiva del PSII (PhiPSII) que explica el aprovechamiento de los electrones para la
fotosintesis, es decir, proporciona un valor estimado del flujo de transporte electrénico y
fotosintesis total. También se midio el rendimiento cuantico maximo (ratio F./Fi,) conocido como
el ratio entre la fluorescencia variable (F,) o diferencia entre fluorescencia maxima (Fn) y
fluorescencia minima (F,) (Maxwell, et al., 2000).

Antes de tomarse las medidas en oscuridad, se adaptaron las plantas a condiciones de oscuridad
durante unos 15 minutos. En condiciones estresantes para la planta, como en este caso una
deficiencia de un macronutriente esencial como es el nitrogeno aumenta la fluorescencia minima
(F,) reduciéndose la fluorescencia variable (F,), y de esta forma el ratio F./F, que refleja una
bajada del rendimiento cuantico del fotosistema II. La fluorescencia minima (F,) se midi6 tras
haberse adaptado la planta a oscuridad mientras que la fluorescencia maxima (Fn) se midio una
vez se emitio sobre la hoja un haz intenso de luz. Este estimulo luminoso hace que el nimero de
centros activos disponibles se reduzcan incrementandose el rendimiento de fluorescencia de las
clorofilas. Este proceso se conoce como ‘quenching’ y es producido por el desvio del flujo de
electrones consecuencia de la apertura de estomas como consecuencia a la aplicacion de luz.
(Maxwell, et al., 2000).

Las medidas de fluorescencia se tomaron tanto en luz como en oscuridad en fechas 11 y 15 de
marzo. La fluorescencia en oscuridad se determiné empleando un medidor de fluorescencia de
clorofilas MINIPAM (Walz, Alemania) y para medir la fluorescencia en luz se utilizé LI-6400
(LI-Cor, Licon USA). Ambas medidas, tanto fluorescencia como SPAD, se consideran medidas
rapidas no destructivas que informan de los cambios producidos a nivel de hoja.

3.5.2 Muestreo y medidas de biomasa

Una vez comprobado mediante estas medidas que existian ciertas diferencias por genotipo y
tratamiento se realizé el muestreo en fecha de 16 de marzo tras 21 dias de fertilizacion diferencial.
Se hicieron medidas de peso en fresco de biomasa de las plantas y se recolectaron hojas jovenes
de cada genotipo para ambos tratamientos. De cada tratamiento y genotipo se muestrearon 3
réplicas provenientes de 3 plantas diferentes cada una, se trituraron con nitréogeno liquido y se
guardaron en congeladores a -80°C.

3.5.3. Extraccion RNA

Se extrajo el RNA necesario para los analisis de expresion RT-qPCR y el resto de las pruebas
mediante el kit Total RNA Mini Kit (TAKARA). Las extracciones se realizaron siguiendo las
indicaciones del proveedor. Se pesaron 300mg del material vegetal ya triturado para cada réplica
y se colocaron en eppendorfs rotulados de 2mL. Las extracciones se realizaron siguiendo las
indicaciones del proveedor.

Una vez extraido se cuantifico el RNA y se analiz6 su concentracion, asi como su calidad
mediante los ratios 260/280 y 260/230 mediante el Nanodrop Epoch (Biotek, EEUU).

La absorbancia se mide a 260 nm (A260), donde los acidos nucleicos absorben la luz con mayor
intensidad. La cantidad de luz absorbida es proporcional a la cantidad de acidos nucleicos en la
muestra. La relacion 260/280 refleja la pureza del RNA. Debe estar entre 1,8 y 2,1, si la relacion
es inferior, podria indicar la presencia de proteinas u otros contaminantes que absorben a 280 nm.
La relacion 260/230 se utiliza como una medida secundaria de la pureza de los acidos
nucleicos. Los valores de 260/230 deben estar en el intervalo de 2,0-2,2, si la relacion es inferior
a la esperada, podria indicar la presencia de contaminantes que absorban a 230 nm (Thermo
Fisher Scientific).
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3.5.4 Andlisis mediante RT-qPCR

La RT-qPCR se puede realizar en un ensayo de un paso o de dos pasos. Los ensayos de un solo
paso combinan la transcripcion inversa y la PCR en un solo tubo, utilizando una transcriptasa
inversa junto con una DNA polimerasa. En los ensayos de dos pasos, los pasos de transcripcion
inversa y PCR se realizan en tubos separados, con diferentes tampones, condiciones de reaccion
y cebadores (Thermo Fisher Scientific). En el caso de este trabajo, se utilizd un ensayo en dos
pasos.

3.5.4.1 Retrotranscripcion

Una vez extraido el RNA este debio ser transformado a cDNA. La reaccion consiste en la sintesis
de cDNA a partir del RNA molde de la muestra, mediante la amplificacion realizada por el enzima
retrotranscriptasa PrimeScript, los hexameros aleatorios de DNA y los cebadores OligodT. La
transcripcion reversa se llevo a cabo mediante el kit PrimeScript RT reagent Kit de (TAKARA).

Tabla 3.2 Mix de reactivos para la retrotranscripcion.

Por reaccion

5X PrimeScript Buffer (for Real Time) 1,5uL
PrimeScript RT Enzyme Mix | 0,75uL
Oligo dT Primer (50uM) 0,75uL
Random 6 mers (100uM) 0,75uL

Tabla 3.3 Temperaturas de incubacién para la reaccién de retrotranscripcion.

37°C 15 min Transcripcidn reversa
85°C 5 sec Inactivacion de transcriptasa reversa
4°C

En primer lugar, con el objetivo de obtener cDNA suficiente para las pruebas concentracion de
los primers para la qPCR, asi como para la PCR cuantitativa (QPCR) de ambos transportadores,
se escalo el volumen de la reaccion a un volumen final de 15 pl por reaccion, volumen que
permitio transcribir un total de 1,5 pg de RNA por muestra.

3.5.4.2 Andlisis de expresion: gPCR

Para analizar la expresion de los genes estudiados se utilizo el cDNA extraido de las veinticuatro
muestras procedentes de las tres réplicas bioldgicas por genotipo, con un total de cuatro genotipos
(MM, CV32, CV70y CV82), y por tratamiento, suficiente (100N) o limitante (SON) en el aporte
de nitrégeno. Se realizaron dos réplicas técnicas por réplica bioldgica y se utilizaron un total de
48 pocillos de la placa. La reaccién de amplificacion tuvo lugar en un termociclador tal CFX
Connect System (Biorad, Espaiia).

Una vez conseguido el cDNA, antes de continuar con el segundo paso de la RT-qPCR, se realizo
una prueba de concentracion para los cebadores especificos de los genes estudiados, NPF1.17 'y
NPF2.11. Se realiz6 una prueba de concentracion de uso a 300 y a 400 nM en la que se probaron
las dos concentraciones de estudio para cada pareja de cebadores con tres réplicas técnicas por
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pareja y concentracion. La concentracion de 300 nM resultd ser la optima para el analisis de
expresion posterior.

La RT-gqPCR. se realiz6 en placa especifica para qPCR con 96 pocillos. Solamente se utilizaron
12 pocillos. El volumen final para la amplificacion fue de 10 puL.. 4 uL de cebadores y agua, 5 pL
del mix SYBR Greeny 1 uL. de cDNA de las 24 muestras correspondientes. El mix SYBR Green
contuvo los dNTPs y la polimerasa (necesarios para la amplificacion) y el fluoréforo SYBR (se
encarga de la deteccion). En cada pocillo de la placa se introdujo 1ulL de cDNA de cada muestra.
A continuacion, se afiadio 9ul. del mix preparado haciendo un total de 10uL por pocillo. La
reaccion de amplificacidon se completd en un espectrofotometro tal CFX Connect Real-Time
System (Biorad, Espafia).

Tabla 3.4. Protocolo de la RT-gPCR

1 ciclo 95°C 30 sec Desnaturalizacion inicial
95°C 5 sec
40 ciclos 60°C 30 sec PCR
Disociacion

Los resultados se evaluaron en funcion del nimero de ciclos umbral (Ct) obtenidos con cada
concentracion de uso, siendo este el nimero de ciclos de amplificacion necesarios para alcanzar
la fase exponencial de la curva de amplificacion.

3.6 Analisis estadistico

El analisis de las comparaciones entre tratamientos, genotipos y genes estudiados se realizod
utilizando el programa Statgraphics Centurion XIX. Los datos registrados de los parametros de
crecimiento vegetativo y los datos de expresion de los genes NPF1.17 y NPF2.11 se emplearon
en un analisis de la varianza (ANOVA) para analizar las diferencias en las respuestas a la
disminucion en el aporte de nitrogeno de los cultivares de estudio. Se utilizo las funciones de
Anova simple y Anova multifactorial para encontrar diferencias significativas (P <0,05) entre los
diferentes cultivares, los tratamientos y los genes.

Ademas, para visualizar mejor estas diferencias se hizo un analisis de componentes principales
(PCA) para determinar aquellos parametros de los estudiados que explican un mayor porcentaje
de la variabilidad observada representandose mediante graficos de dispersion. Se trabajoé con los
ratios en tanto por ciento de los parametros medidos en los dos niveles de fertilizacion
nitrogenada. También se hizo uso del estudio de correlaciones entre parametros y genes, donde
se muestran aquellas las relaciones estadisticamente significativas, la fuerza de dicha relacion y
su representacion en el grafico de correlaciones.
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4. RESULTADOS

En este proyecto, se estudiaron los genes NPF1.17 y NPF2.11 los que pueden estar relacionados
con el transporte de nitratos en cultivares de Solanum lycopersicum L. diferenciales para su
eficiencia en el uso del nitrdgeno (NUE). Para determinar si la expresion de estos genes puede
explicar estas diferencias de la NUE para los cultivares, se realizaron una serie de medidas del
crecimiento vegetativo y analisis de expresion. Se tomaron medidas de biomasa, altura y
parametros fotosintéticos (SPAD, rendimiento cuantico méximo F./Fn y eficiencia efectiva del
fotosistema 1l PhiPSII). Los experimentos se realizaron en cdmara con plantas sometidas a dos
tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno con aporte completo de nitrégeno (100N) y otro
limitante (50N). Para concluir el trabajo se realizaron analisis de expresion de los genes estudiados
mediante RT-gPCR.

4.1 Variacion entre cultivares en respuesta a la disminucion del aporte de N
para caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo

La disponibilidad de compuestos de N define de forma significativa la biomasa desarrollada por
las plantas. Para determinar el efecto de la limitacion en el aporte de N sobre la acumulacion de
biomasa, se cuantificé la biomasa total de los diferentes cultivares, en ambos tratamientos.

En la Figura 4.1 se representa una pronunciada reduccién (P<0.01) de la biomasa para todos los
cultivares, en condiciones de aporte limitante de nitrégeno (50N). Asimismo, existen diferencias
genaotipicas, tanto en condiciones 6ptimas como limitantes, y no existe interaccion entre genotipo
y tratamiento. El cultivar MM present6 la mayor biomasa en el tratamiento 50N junto con el
cultivar CVv82. En tratamiento 100N es de nuevo el cultivar MM el que presenta una mayor
biomasa. Cabe destacar que ninguno de los cultivares ha mantenido su biomasa en condiciones
de carencia de nitrégeno. Ademas, se puede observar que el genotipo 70 es aquel gue menor peso
en fresco muestra, tanto en el tratamiento de fertilizacion con nitrégeno completo, como en el de
limitado.
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Figura 4.1 Medida de biomasa de cuatro genotipos de Solanum lycopersicum L en fase de desarrollo vegetativo para
dos tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno con aporte completo de nitrégeno (100N) y otro con aporte
limitante (50N) durante el muestreo realizado con fecha de 16 de marzo. Las letras denotan las diferencias
significativas entre los distintos genotipos bajo el mismo tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias
significativas (*P<0.05; ** P<0.01) entre un mismo genotipo en tratamientos distintos.
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En la Figura 4.2 se observa que si bien existe variacion en la altura de la planta entre cultivares
para ambas condiciones de cultivo, se da un efecto de interaccion. Es de destacar la diferente
respuesta entre los genotipos al tratamiento. Algunos de los genotipos muestran reducciones
significativas de su altura al ser tratados con fertilizacion nitrogenada limitante. Los cultivares
CV32 y CV82 presentan un descenso de altura para el tratamiento 50N (P < 0,05). El cultivar
CV32 presenta la bajada mas pronunciada (P < 0,01). Sin embargo, es el genotipo de mayor altura
en el tratamiento con suficiente concentracion de nitrégeno 100N, seguido por el genotipo 82.
Los cultivares tanto MM como CV70 mantienen su altura entre tratamientos 100N y 50N. El
cultivar MM, utilizado como referencia, es el que tiene una mayor altura en estas condiciones de
carencia de nitrégeno.
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Figura 4.2: Altura medida en cuatro cultivares de Solanum lycopersicum L. en desarrollo vegetativo tras 14 dias de
fertilizacion nitrogenada diferencial con dos niveles de nitrégeno, aporte suficiente de nitrégeno (100N) y aporte
limitante (50N) en fecha 4 de marzo de 2022 dada en cm. Las letras denotan las diferencias significativas entre los
distintos genotipos bajo el mismo tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias significativas (*P<0.05; ** P<0.01)
entre un mismo genotipo en tratamientos distintos.
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Se observaron diferencias claras en el nivel de clorofila estimada por SPAD entre los genotipos
estudiados, y para ambos tratamientos, como se muestra en la figura 4.3. Los genotipos MM y
32 presentan un mayor contenido en clorofilas en 100N, y son los Unicos que muestran una
disminucién de su nivel de clorofila (P<0.05) en condiciones de déficit de nitrégeno.
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Figura 4.3: Efecto de la limitacion de nitrogeno sobre la fotosintesis en hojas jovenes de plantas en fase de desarrollo
vegetativo. Medida de SPAD, cantidad de clorofila, en hoja joven de cuatro genotipos de Solanum lycopersicum L en
dos tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno de aporte completo de nitrogeno (100N y otro de aporte limitante
de nitrégeno (50N) en fecha de 15 de marzo de 2022. Las letras denotan las diferencias significativas entre los distintos
genotipos bajo el mismo tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias significativas (*P<0.05; ** P<0.01) entre
un mismo genotipo en tratamientos distintos.
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La eficiencia efectiva del PSII (PhiPS2) no difiere entre genotipos en condiciones de suministro
suficiente de N (Figura 4.4). La disminucion del aporte de N sélo tuvo efecto en el cultivar MM,
y en estas condiciones, difiere significativamente de los deméas. Tampoco se observaron
diferencias en el rendimiento cuantico maximo entre cultivares, con valores cercanos a 0.82
(Figura 4.4.). El déficit de N provoco un descenso de Fv/Fr en los cultivares 70 y 82, sugiriendo
eventos de fotoinhibicion.

Fv/Fm PhiPSII

= 100N Fv/Fm
50N PhiPsII

Genotipos

& = 100N PhiPSI|
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Figura 4.4: Efecto de la limitacion de nitrégeno sobre la fotosintesis en hojas jovenes de plantas en fase de desarrollo
vegetativo. Medida del rendimiento cudntico mdximo (Fv/Fm) y eficiencia efectiva del fotosistema Il (PSIl), medidos
en condiciones de oscuridad y en luz respectivamente, para cuatro genotipos de Solanum lycopersicum L en dos
tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno con aporte completo de nitrégeno (100N) y otro con aporte limitante
(50N) en fecha de 15 de marzo de 2022. Las letras denotan las diferencias significativas entre los distintos genotipos
bajo el mismo tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias significativas (*P<0.05; ** P<0.01) entre un mismo
genotipo en tratamientos distintos.

4.2 Variacion entre cultivares en la expresion de los genes NPF1.17 y NPF2.11
en respuesta al déficit de nitrégeno.

La expresion del gen NPF1.17 difiere entre cultivares y tratamientos (Figura 4.5). Los dos
cultivares MM y 70, seleccionados previamente como de alta NUE, mostraron una mayor
expresion en el transportador NPF1.17 (P<0.05). El déficit de nitrogeno, sin embargo, disminuyo
su expresion, desapareciendo las diferencias con los cultivares 32 y 82 (Figura 4.5). En estos
cultivares no se observé diferencia de expresion debida al nivel de N.
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Figura 4.5. Datos de expresion del gen NPF1.17 en los cultivares estudiados MM, CV32, CV70, CV82 en hojas jovenes
para dos tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno con aporte completo de nitrégeno (100N) y otro con aporte
limitante (50N). Las letras denotan las diferencias significativas entre los distintos genotipos bajo el mismo
tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias significativas (*P<0.05; ** P<0.01) entre un mismo genotipo en
tratamientos distintos.

En el caso de la expresion del gen NPF2.11 (Figura 4.6), el cultivar 82 muestra una expresion
muy inferior al resto en condiciones de fertilizacion éptima. Sin embargo, esta expresién no varia
en condiciones de déficit de N. Los demas cultivares (MM, 32 y 70) si que mostraron una
disminucion significativa de la expresion de NPF2.11 con el déficit de N, siendo MM el que
presenta una mayor expresion en estas condiciones.
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Figura 4.6. Datos de expresion del gen NPF2.11 en los cultivares estudiados MM, CV32, CV70, CV82 en hojas jovenes
para dos tratamientos de fertilizacion nitrogenada, uno con aporte completo de nitrégeno (100N) y otro con aporte
limitante (50N). Las letras denotan las diferencias significativas entre los distintos genotipos bajo el mismo
tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias significativas (*P<0.05; ** P<0.01) entre un mismo genotipo en
tratamientos distintos.
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4.3 Analisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 un estudio de componentes principales (PCA) cuyo propdsito fue obtener un nimero
reducido de combinaciones lineales de las variables estudiadas que expliquen la mayor
variabilidad posible, y observar la dispersion de los distintos datos en funcion de los valores de
esas componentes.

El analisis se realiz6 a partir de los valores medidos de los diferentes parametros estudiados
relacionados con el crecimiento vegetativo (altura, SPAD, eficiencia efectiva del PSII,
rendimiento cuantico maximo y biomasa), asi como con la expresion de los genes analizados
(NPF1.17 y NPF2.11), para los cuatro cultivares de tomate estudiados. Se analizé la variacién
en dichos parametros al disminuir el aporte de nitrégeno, utilizando como variables el ratio entre

50N y 100N en porcentaje ( 150001\1'\, %). El andlisis permiti6 agrupar las réplicas de los genotipos en
el espacio determinado por las componentes principales.

El anélisis obtuvo dos componentes principales con eigenvalores mayores o iguales a 1, que
explican un 63,8 % de la variabilidad observada (39,4% la primera componente y 24,4% la
segunda).

La composicion de las componentes viene determinada por los valores de los pesos de las
variables estudiadas, que se muestran en la (tabla 4.1) asi como en el gréafico de pesos (Figura
4.7). La distribucion de las diferentes plantas de los 4 genotipos distintos, entorno a estas
componentes se representa en el diagrama de dispersion. (Figura 4.8)

La componente 1 presenta una correlacion positiva alrededor de 0,5 con la variacion en biomasa,
eficiencia efectiva del PSII, y la expresién del gen NPF2.11. Asimismo, muestra una correlacion
positiva, aunque algo menor, con la variacién en el SPAD.

La componente 2 presenta una correlacion positiva elevada con la variacion en el rendimiento
cuantico maximo, y negativa la expresion del gen NPF1.17. (Tabla 4.1y figura 4.7).

Tabla 4.1. Tabla de Pesos de los Componentes. Variables: Altura, SPAD (cantidad de clorofila), Biomasa (peso en
fresco), Fv/Fm (rendimiento cudntico mdximo), @PSlI (eficiencia efectiva del PSIl), 2.11 (NPF2.11), 1.17 (NPF1.17).

Componente 1 Componente 2
Altura 0,29611 0,431299
SPAD 0,396873 -0,304728
Biomasa 0,526097 -0,0958369
FV/Fm 0,00525623 0,672152
PhiPSII 0,488067 0,0870748
Expresion relativa de NPF2.11 0,487402 0,0436804
Expresion relativa de NPF1.17 0,0472881 -0,500658
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Gréfica de Pesos del Componente
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Figura 4.7 Pesos de las componentes. Representacién en 2D de la tabla de pesos de las siete variables estudiadas
para las dos componentes.

En el gréafico de dispersion se representa la distribucion de las réplicas de los diferentes cultivares
estudiados (Figura 4.8). Las réplicas de los diferentes genotipos se encuentran agrupadas en el
diagrama de dispersidn. Teniendo en cuenta esta representacion y las correlaciones indicadas de
las componentes principales para los diferentes caracteres podemos concluir que el genotipo 82
es aquel que presenta un menor descenso de la biomasa total, PhiPS2, SPAD y expresion de
NPF2.11. El cultivar MM tienen un comportamiento similar, aunque el descenso es algo mayor.
Ambos cultivares se diferencian en su respuesta sobre la altura, F./Fn y expresion del gen
NPF1.17. El cultivar MM se ve menos afectado en altura y F./Fm, pero reduce su expresion de
NPF1.17. El cultivar 82 muestra un comportamiento opuesto para estas Ultimas variables. El
cultivar 32 muestra un mayor descenso de biomasa, SPAD, PhiPS2 y expresion de NPF2.11,
caracteres relacionados con la componente 1. Sin embargo, presenta mayor variacion en los
parametros relacionados con la componente 2 (Figura 4.8). Para el cultivar 70 no se da una
agrupacion de las distintas réplicas para ninguna de las dos componentes.
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Diagrama de Dispersion

1,3+

0G70.2

1G70.3

Componente 2
o
w
T ‘ T

‘DG82.3 ]

L 1 L L L L
-0,2 0,8 1,8 28
Componente 1

Figura 4.8 Diagrama de Dispersién. Distribucidn de las tres réplicas de los genotipos estudiados en cada componente.

Se llevo a cabo un anélisis para determinar las correlaciones que se establecen entre las siete
variables estudiadas (Figura 4.9). Tienen especial interés aquellas correlaciones entre caracteres
vegetativos y la expresion relativa de los genes estudiados. Cabe destacar la correlacion existente
entre la biomasa y la expresion de los genes NPF2.11 y NPF1.17, cuya relacion lineal se muestra
en las Figuras 4.10 y 4.11.

Pearson Product-Moment Correlations
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Figura 4.9 Relaciones lineales entre las variables en un rango de colores. El rango va de -1 a 1, mostrdndose los valores
elevados en colores cdlidos y los valores bajos en colores frios. Los asteriscos indican las diferencias significativas con
un asterisco (P<0.05) y muy significativas con dos asteriscos (P<0.01).
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En la Figura 4.10 se puede observar los valores de los cuatro genotipos estudiados (MM, CV32,
CV70y CV82) en los dos tratamientos de fertilizacion nitrogenada (100N y 50N) en funcién de
su biomasa y expresion del transportador NPF2.11. En la figura se observa como la correlacién
existente es de naturaleza ambiental y debida fundamentalmente a las diferencias entre
tratamientos en el aporte de N. Hay que sefialar, sin embargo, la falta de variacion en la expresién
génica con el aporte de N en el genotipo 82.

De manera similar, la correlacion entre biomasay la expresion del gen NPF1.17 es también debida
a las diferencias existentes entre tratamientos (Figura 4.11). Esta correlacion es mas baja dada la
escasa variacion en la expresion en respuesta al aporte de N en los genotipos 82 y 32.
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Figura 4.10. Modelo ajustado de la regresion simple para la correlacion entre biomasa y la expresion del gen NPF2.11.
r=0,632**
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Grafico del Modelo Ajustado
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Figura 4.11. Muestra la representacion del modelo ajustado de la regresion simple para la correlacion entre biomasa
y la expresion del gen NPF1.17 r = 0,51%*

5. DISCUSION

5.1 Diferencias en el desarrollo vegetativo de los cultivares en suministro
subdptimo de nitrégeno y su relacion con la NUE.

Las plantas de cultivo, incluidas las hortalizas como el tomate, se han obtenido mediante seleccion
y estan adaptadas a entornos no estresantes, donde se puede explotar mejor el potencial de
rendimiento. Sin embargo, bajo un suministro menor de fertilizantes, el mantenimiento de tales
condiciones favorables puede volverse econdmicamente inviable y se producen pérdidas severas
de rendimiento (Rosellé et al., 2012).

No obstante, en los Gltimos afios, ha crecido el interés por las practicas agricolas sostenibles con
el objetivo de reducir los costes de produccion, asi como los dafios ambientales generados por el
excesivo uso de fertilizantes minerales. Entre los nutrientes suministrados a los cultivos, el
nitrogeno (N) se considera uno de los factores mas limitantes, por su efecto sobre la produccién
(Mdller et al., 2008).

En los sistemas de cultivo intensivo de tomate, se emplean enormes cantidades de fertilizantes
nitrogenados (por encima de 200-300 kg/ha) (Zotarelli et al., 2009). Debido a la baja eficiencia
en el uso del nitrdgeno de las variedades cultivadas, se ha estimado que sélo un 50% del N
aportado es absorbido por las plantas, generando una pérdida de N al medio ambiente que provoca
contaminacion. Este nitrégeno puede contaminar aguas subterraneas, provocar eutrofizacion de
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acuiferos y generar gases de efecto invernadero (Morales et al., 2019). El aporte 6ptimo de
nitrdgeno para el tomate ha sido establecido entre los 100 y 200 Kg N/ha (Tei et al., 2002).

En este contexto, el desarrollo de cultivares que presentan una elevada eficiencia en el uso del
nitrogeno (NUE) podria ser de gran interés. Sin embargo, existe poca informacion acerca de la
capacidad de respuesta que presentan las distintas variedades de tomate para afrontar una posible
reduccidn del nitrogeno en el medio. En estudios anteriores, se ha relacionado las diferencias en
NUE entre varios cultivares de tomate con diferencias en su morfologia radicular y con
diferencias en expresion de transportadores relacionados con la captacion y distribucion del
nitrégeno en la planta (Abenavoli et al., 2016). El trabajo de Abenavoli et al. (2016) sefiala que
las plantas con distintas NUE pueden particionar de forma distinta el N absorbido a sus 6rganos
vegetativos, segun la disponibilidad de nitrégeno.

En este trabajo, se estudio la respuesta a baja concentracion de nitrogeno de cuatro cultivares, que
habian mostrado diferencias en cuanto a la produccion de fruto y en la NUE y sus diferentes
componentes, en condiciones de cultivo en camara con tratamiento diferencial de nitrégeno (100N
y 50N). Se realizaron determinaciones de parametros fisiol6gicos como la altura de la planta,
parametros fotosintéticos como SPAD y derivados de la fluorescencia de las clorofilas, asi como
la biomasa total. Los resultados de los pardmetros de crecimiento vegetativo obtenidos para los
cuatro cultivares confirmaron una reduccion de estos parametros por efecto de la deficiencia de
nitrégeno. Sin embargo, los efectos variaron entre cultivares.

Se pudo observar que la deficiencia de N afecta en menor medida a los parametros de crecimiento
en los genotipos MM y 82. El cultivar con mayor NUE, la variedad comercial MM, present6 una
biomasa mas elevada que el resto de cultivares en los dos tratamientos de fertilizacion. Sin
embargo, el cultivar 82, seleccionado como de baja NUE, present6 valores de biomasa, SPAD y
eficiencia efectiva del PSIlI en aporte limitante de nitrdgeno, superiores al cultivar 70,
seleccionado como de alta NUE. También es importante destacar que el cultivar 32, de baja NUE
en produccion, muestra valores elevados en muchos de los parametros con tratamiento 100N, que
se podria relacionar con la elevada capacidad de absorcion de nitrdgeno que presenta este cultivar.
Estos resultados apuntan a que la produccién de biomasa durante el desarrollo vegetativo no esta
correlaciona con la produccion de fruto ni con la NUE de las plantas en el estado reproductivo.

Ademas, la produccion de biomasa en el estado vegetativo también puede relacionarse con los
valores de eficiencia efectiva del PSII (DPSII) y el rendimiento cuantico maximo (Fv/Frm). Se ha
demostrado que en plantas C3, como el tomate, la limitacidn del aporte de nitrdgeno genera una
reduccion en estos dos parametros fotosintéticos, principalmente por la pérdida de las clorofilas
y de la actividad de la Rubisco, aunque esta correlacién es variable y se ve afectada por efectos
ambientales tales como la radiacién y la temperatura (Correia et al., 2005). En relacion con el
nivel de clorofila, solamente redujeron su valor de SPAD los cultivares 32 y MM. Sin embargo,
los resultados obtenidos para los parametros fotosintéticos estudiados sugieren la existencia de
otros factores que afectan a la actividad del PSII en condiciones de déficit de N. Esto se pudo
observar en el cultivar MM, el cual vio aumentada la tasa de transporte electrénico en déficit de
N, pero redujo su contenido en clorofila. Ademas, los cultivares 70 y 82, los cuales redujeron sus
valores de F./Fm, sugiriendo eventos de fotoinhibicion, no mostraron un descenso en su contenido
en clorofila. Cabe destacar, la elevada correlacion de Fu/Fmn con la biomasa de las plantas, por lo
que se ha mostrado como un marcador del efecto de la limitacion en el aporte de N en tomate.

Para conseguir saber més acerca de la relacion entre la variabilidad en la respuesta de estos cuatro
cultivares a condiciones limitantes de N y su eficiencia en el uso de N (NUE) seria recomendable
realizar estudios de produccién de fruto para estos cultivares. La produccion de cada cultivar
podria estar implicado en el desarrollo de las diferencias mostradas en NUE.
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5.2 Relaciones entre la expresion de los genes NPF1.17 y NPF2.11y los
parametros estudiados.

Cabe destacar que la produccién de biomasa se ha correlacionado con la expresion de los
transportadores NPF1.17 y NPF2.11. La expresion del gen NPF2.11 presenta una correlacion
positiva con la biomasa en tres de los genotipos de tomate estudiados. Sin embargo, no se tiene
informacién sobre la funcion de este gen en tomate. En Arabidopsis, el gen NPF2.11, asi como
NPF2.10, funcionan como transportadores de alta afinidad de glucosinolatos. Participan en la
carga de glucosinolatos en el floema y en el transporte bidireccional a larga distancia de estos
(Wang Y. et al., 2018). En algunos estudios realizados en otras especies, como es el caso de
Brassica napus, genes de la familia NPF2 funcionan también como transportadores de
GLS. (Wen et al., 2020). No obstante, en otros trabajos se ha mostrado que genes de la misma
familia en Arabidopsis, como NPF2.12 pueden funcionar como transportadores de nitrato de baja
afinidad. Concretamente, este gen participa en el suministro de nitrato para el desarrollo de
semillas (Almagro et al., 2008). Ademaés, el gen NPF2.13 también es un transportador de nitratos
dependiente de protones, con una débil actividad de transporte de glucosinolatos. Participa en la
carga del floema y la removilizacion de nitratos de las hojas mas viejas a otros tejidos. (Wang Y.
et al., 2018). También el gen NPF2.9 es conocido como un transportador de nitrato dependiente
de protones de baja afinidad (Wang Y. et al., 2018). Se requieren mas trabajos para poder
determinar la funcién de NPF2.11 en tomate, asi como su homologia con los genes de
Arabidopsis.

Ademas, también se hace necesario destacar la relacion entre la expresion del gen NPF1.17 y la
biomasa al variar el aporte de N. Esta correlacion solo fue significativa para dos de los genotipos,
70 y MM. Dada la elevada NUE de estos cultivares, estos resultados resultan de interés como
base de futuros trabajos. De la misma forma que ocurre con el gen NPF2.11, no se tiene
informacion sobre la funcion del gen NPF1.17 en tomate. En esta especie solo se han estudiado
los genes NRT1.1, NRT1.2, NRT2.1, NRT2.2 y NRT2.3 con mayor profundidad (Fu et al., 2018)
En el caso del gen NPF1.17 tampoco se han identificados genes homdlogos en Arabidopsis
thaliana. Sin embargo, existen genes en Arabidopsis pertenecientes a la misma familia
relacionados con el transporte de nitratos, como el gen NPF1.2, que se conoce como un
transportador de nitrato de baja afinidad involucrado en la transferencia del xilema al floema para
redistribuir el nitrato en las hojas en desarrollo o el gen NPF1.1 con la misma funcién. (Wang Y.
et al., 2018).

Existen pocos estudios hasta el momento que hablen sobre la funcién de la familia de genes
NRT1/NPF en plantas diferentes a Arabidopsis. A pesar de ello, actualmente se ha determinado
la presencia de algunos genes de esta familia en otras especies que llevan a cabo funciones de
transportadores de nitratos. Un ejemplo de ello es el gen NRT1.1, un sensor y transportador de
nitrato en arroz, (Zhan, et al., 2019).

Por todo lo comentado anteriormente, los resultados obtenidos con este trabajo no descartan que
los genes NPF1.17 y NPF2.11 podrian funcionar como transportadores de nitratos de baja
afinidad en tomate, representando la misma funcion que genes de su misma familia cumplen en
Arabidopsis, induciéndose cuando el aporte de nitrdgeno es suficiente, y de esta forma
permitiendo a la planta de tomate mantener su crecimiento. Sin embargo, la funcion de estos dos
genes en tomate es aun desconocida. Una estrategia para aumentar el conocimiento sobre estos
genes consistiria en hacer uso de la herramienta CRISPR para generar mutantes para su
caracterizacién fisiologica.
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6. CONCLUSIONES

Existe una gran variacion en la respuesta a la carencia de nitrogeno entre los cuatro cultivares de
NUE contrastante estudiados. Los cultivares MM y CV82 fueron aquellos que menos redujeron
su crecimiento vegetativo en aporte limitante de nitrégeno. El cultivar CV32 fue el cultivar que
se vio mas afectado por la bajada de N.

No existe correlacion entre el crecimiento vegetativo y la NUE a nivel de produccion.
Fu/Fm se puede usar como marcador del efecto de la limitacion de N sobre el crecimiento.

Existe variacién en la expresion de los genes NPF2.11 y NPF1.17 entre cultivares y en respuesta
al N.

Dentro de cada cultivar, la expresién de NPF2.11 esta correlacionada con la biomasa.

El gen NPF1.17 mostr6 una mayor expresion en los cultivares MM y 70, que presentan una mayor
NUE y produccién. Este gen podria estar relacionado con la NUE en tomate, y por lo tanto ser de
interés como marcador aplicado a la mejora genética vegetal para futuros trabajos.
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