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Resumen:
Durante el siglo XX, la mejora de la produccidn de los cultivo se basd en la optimizacion de las

practicas de cultivo, incluyendo fertilizantes, pesticidas, riego, y la seleccion de cultivares.
Actualmente, la creciente demanda de produccidn, junto con la limitacién en la disponibilidad
de tierras y agua de riego de calidad, hace necesario el desarrollo de nuevas variedades con
una capacidad mayor de produccién de biomasa y tolerancia a estreses ambientales. Ademas,
en el contexto de una agricultura sostenible y menos agresiva con el medio ambiente, es
necesario reducir el uso de fertilizantes. En este sentido, estas variedades deben presentar una
mejor eficiencia en el uso del nitrégeno, uno de los principales macronutrientes requeridos por
la planta y responsable de la contaminacion de acuiferos.

La generacidn de plantas transgénicas con mayor capacidad de produccidon de biomasa por
sobreexpresion de genes individuales relacionados con la fijacién fotosintética de carbono o la
asimilacion de nitrégeno ha dado resultados limitados, ya que se trata de caracteres
multigénicos. En este sentido, la utilizacion de factores de transcripcién, que regulan la
expresion de multiples genes simultdneamente, parece una estrategia prometedora. La
sobreexpresiéon de genes de una familia de factores de transcripcién especificos de plantas, los
genes Dof (DNA-binding with one finger), han incrementado la produccién en plantas de maiz
0 mijo.

En el presente trabajo se ha caracterizado el papel del gen Dof21 de Arabidopsis thaliana en el
metabolismo de carbono y nitrdgeno en tomate. Para ello se han cultivado plantas en
condiciones de invernadero, con tres niveles de aporte de nitrégeno (100, 60 y 30% del aporte
completo), y se ha determinado la producciéon de biomasa, la capacidad fotosintética, el
contenido en carbohidratos metabolizables, el contenido total en Cy N, asi como la actividad
enzimdtica de la enzima nitrato reductasa y la expresién del gen PEP carboxilasa y la quinasa
SnRK1.

La sobreexpresion del gen Dof21 incrementa la tasa fotosintética, la disponibilidad de
carbohidratos y la produccion de tomate. Aunque estas plantas no tienen un mayor contenido
en N, su ratio C/N es superior debido al mayor contenido en C. Ademas, en condiciones de
limitacion en el aporte de nitrégeno, las sobreexpresoras del gen Dof21 mantienen esta
relacion C/N asi como la produccion de biomasa y de fruto. Incluso la produccién de fruto en
estas condiciones limitantes es superior al de las plantas no transformadas en condiciones de
aporte completo de nitrégeno. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran la
utilidad de los factores de tipo Dof en ingenieria metabdlica, en la mejora de la produccién de
cultivos a través de sus miultiples efectos sobre el metabolismo de las plantas.
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Abstract:

During the 20th century, the improvement in the crop production was based on the
optimization of the growing techniques, including fertilisers, pesticides, irrigation and cultivars
selection. Currently, the increasing demand in production along with the limitation of land and
irrigation water availability makes it necessary the development of new varieties with a greater
capacity of biomass production and environmental stress tolerance. Furthermore, in the
context of a sustainable and less aggressive agriculture, it is essential to reduce the fertilisers
used. Accordingly, these new varieties should be more efficiency regarding the use of nitrogen,
which is one of the principal macronutrients required by the plant and responsible of the
aquifer contamination.

The generation of transgenic plants with an increased biomass production capacity through
the overexpression of genes related to the photosynthetic fixation of carbon or the nitrogen
assimilation has provided limited results, due to the fact that these are multigenic characters.
In this regard, the utilization of transcription factors, which regulate the expression of multiple
genes simultaneously, could be a promising strategy. The overexpression of a specific plant
family of transcription factors, the Dof (DNA-binding with one finger), has increased the
production in maize, millet plants.

In the present study, it has been characterized the role of the Arabidopsis thaliana gen Dof21
in the carbon and nitrogen metabolism in tomato. For this purpose, tomato plants have been
cultivated in greenhouse conditions with three levels of nitrogen input (100, 60 and 30% of the
full input). Finally, it has been determinated the biomass production, the photosynthetic
capacity, the metabolizable carbohydrates content, the carbon and nitrogen content, the
activity of the nitrate reductase enzyme and the expression of PEP carboxylase and the kinase
SnRK1.

The Dof21 overexpression increases the photosynthetic rate, the availability of carbohydrates
and the production of tomato. Although these plants have not shown an increase in their
nitrogen content, their C/N ratio is higher due to an increase of the C content. Moreover, in
conditions of limited nitrogen input, the transgenic plants remain the relation C/N and the
biomass and fruit production. Even the fruit production is higher in these nitrogen limitating
conditions in contrast to the not transformed plants grown in conditions of complete nitrogen
input. The results obtained in this study shown that the use of Dof transcription factors is a
promising strategy in metabolic engineering. Particularly, in the improvement of crop
production due to their multiple effects on the plant metabolism.



Key words: Transcription factors, Dof, metabolism, carbon, nitrogen, photosynthesis,
production.
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Introduccion

1.1. MEJORA DE LA PRODUCCION AGRICOLA

La mejora en el rendimiento de las cosechas durante el siglo XX, de la mano de la Revolucion
Verde, se alcanzé a través de la mejora de las prdcticas agricolas, la irrigacién, el uso de
fertilizantes y pesticidas y el control de las enfermedades, creando las condiciones que
optimizan la produccidn de fotoasimilados. Asimismo, el incremento en el indice de cosecha
de los cultivos mediante mejora genética ha implicado la alteraciéon de la particién de
fotoasimilados de forma que éstos se dirijan, en mayor medida, al érgano cosechado. Sin
embargo, el empleo de la particidon de fotoasimilados que conduce a una mayor produccion,
parece haber alcanzado el techo en muchos cultivos y se ha conseguido sin que haya habido
un incremento en la biomasa total (Paul y Foyer 2001). En este momento, no parece esperable
un incremento sustancial de la produccién mediante estas vias que permita mantener una
poblacién mundial que se espera que alrededor de 2050 requiera un incremento en la
produccién de alimentos del 70% (Varshney et al. 2011), teniendo en cuenta, que también
existe una demanda adicional en el incremento de la produccién agricola que obedece a la
tendencia actual de utilizar biomasa vegetal como una fuente de energia alternativa. Para
poder llevar esto a cabo, existen dos aproximaciones que permiten obtener una aumento
potencial de los rendimientos de cultivos, por una parte se puede lograr mediante el aumento
de la capacidad fisioldgica total de las plantas para producir cultivos cosechables, y por otra
parte, mejorar las consecuencias negativas de los estreses ambientales para asi obtener
mayores rendimientos de produccion (Sinclair et al., 2004).

Por otra parte, es necesario sefialar que en el campo de la produccién agricola existe
actualmente una fuerte competencia por tierras de cultivo adecuadas, agua y energia. Segun
las estadisticas elaboradas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) expresadas en el Banco Mundial, Unicamente el 9.3% de la superficie
terrestre es apta para la produccidon agropecuaria. A esto hay que sumarle el manejo no
adecuado de los suelos, que estd conduciendo a la desertificacién, erosiéon del suelo o
salinizacion de suelos y acuiferos (Godfray et al., 2010). El cambio climatico global, ademas
incrementa estos problemas relacionados con la degradacion de las tierras de cultivo,
especialmente en regiones de cultivo tropicales semi-aridas (Sivakumar y Ndiangui 2006). Es
por ello, que frenar el impacto negativo de ciertas practicas de produccion agricola es cada vez
una necesidad mas clara.

Si a todo lo anterior se le suma que muchos de los cultivos no crecen en condiciones dptimas
sino que lo hacen estresados por factores como temperaturas extremas, la sequia y la
salinidad del suelo, la produccién de éstos se ve afectada negativamente. Otro factor que
limita el crecimiento y desarrollo de las plantas es la deficiencia en nitrégeno (Wang et al.,
2013; Lin et al., 2013), elemento que actia como regulador de importantes procesos en la
planta como la dormancia de la semilla, floracién, expansién foliar y desarrollo de las raices
(Lopez et al., 2013). La deficiencia en el suelo de este macroelemento, se ha suplido mediante
el uso de fertilizantes nitrogenados, que si bien solucionan el problema de la carencia de
nitréogeno, ocasionan otros como es la contaminacion medioambiental, siendo mas severa en
el ecosistema acuatico, lo que ha dado lugar a efectos ambientales muy negativos (Andrews et
al., 2013).



Introduccion

En este contexto, la demanda en el incremento de la produccién en las condiciones actuales
requerird de un aumento en la eficiencia fotosintética y en la produccion de biomasa, a lo que
ademas, seria interesante sumarle que estos cultivos pudiesen crecer con una menor cantidad
de fertilizantes nitrogenados, lo que implicaria una disminuciéon de la contaminacién tanto
acudtica como atmosférica por exceso de este macroelemento, ya que se estima que se
necesitaran al menos 300 toneladas de fertilizantes nitrogenados para asegurar la demanda
alimentaria en 2020, debido a que Unicamente el 30% de estos fertilizantes es utilizado por las
plantas, perdiéndose el resto por fuga, volatizacién y la competicién, por el nitrégeno, entre
plantas y microorganismos del suelo (Lopez et al., 2013).

1.2. ELNITROGENO EN EL MEDIO AMBIENTE

El nitrogeno es un elemento que se puede encontrar en la biosfera en diferentes formas. Por
ejemplo, en la atmosfera el elemento mayoritario (78%) es el nitrégeno molecular (N,). Sin
embargo, esta forma de nitrégeno no es asimilable por la mayoria de organismos vivos, ya que
el Unico modo en que éste se puede emplear es mediante la ruptura del triple enlace y con la
consecuente obtencion de moléculas de amonio (NH,") o nitrato (NO3') (Taiz y Zeiger, 1998).

1.2.1. El nitrégeno en la planta. Asimilacion de las diferentes formas de nitrégeno.

Los nutrientes minerales tienen un papel muy importante en el desarrollo de la plantas, ya que
elementos en su forma elemental como el nitrégeno y el fésforo (N y P respectivamente) son
necesarios para la formacién de moléculas biolégicas como aminodcidos, nucleétidos o
proteinas (Lopez et al., 2013). Es por ello que las plantas son capaces de captar tanto
nitrogeno inorganico, como el nitrato (NO;, compuesto mds abundante en las tierras
cultivadas), y amonio (NH,", compuesto mas abundante en tierras infértiles) (Crawford y Glass,
1998; Owen y Jones, 2001) Ademas, también pueden captar nitrégeno organico, como la urea
y aminodcidos (Wang et al., 2014; Andrews et al., 2013). Estas moléculas se introducen en las
plantas a través de las membranas plasmaticas de las células epidérmicas y corticales de la raiz
mediante sistemas de transportadores que pueden ser de alta afinidad (HATS) o baja afinidad
(LATS) (Forde, 1999).

1.2.1.1. Asimilacidn del nitrato (NO3).

En el caso de la asimilacién del NOs, el anidén entra en las células vegetales mediante un
mecanismo de transporte activo, regulado y multifasico, por el cual por cada idon de NOj se
cotransporta dos protones, H' (Crawford, 1995), interviniendo en el proceso tanto
transportadores HATS como LATS. Los sistemas de transportadores de alta afinidad operan
cuando la concentracidn de NOs del medio es baja (< 100uM), y dentro de este grupo hay
transportadores constitutivos (cHATS) que estan presentes siempre y otros fuertemente
inducibles por la presencia de nitrato (iHATS), que a su vez estan negativamente regulados por
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amonio y glutamina (GIn), que son los productos derivados de la asimilacién del NOj
(Crawford y Glass, 1998; Forde, 1999). Estos trasportadores de alta afinidad estan codificados
por la familia de genes NRT2, que en tomate estd compuesta por LeNRT2.1, LeNRT2.2 y
LeNRT2.3 (Hildebrandt et al., 2002).

Los LATS operan a concentraciones > 1mM, es decir, cuando la cantidad de nitrato en el suelo
es elevada (Crawford y Glass, 1998) y estan codificados por la familia génica NRT1, que en
tomate esta formada por dos genes, LeNRT1.1 y LeNRT1.2 (Hildebrandt et al., 2002). Cabe
destacar, que el transportador NRT1.1 es un transportador dual, lo que quiere decir que actua
tanto como LAT como HAT. Ademds, se trata de un sensor encargado de inducir la expresién
de genes relacionados con el nitrato e interviene también en la regulacidon de otros procesos
fisiolégicos de la planta, como por ejemplo el control de la apertura estomatica o la
proliferacién radicular por nitrato (Wang et al., 2014).

Una vez dentro de las células de la raiz, el nitrato puede ser asimilado, almacenado en las
vacuolas radiculares o bien transportado por el xilema hasta las hojas, donde también puede
almacenarse o asimilarse en las hojas (Andrews et al.,, 2013). Para poder llegar al xilema
existen transportadores NRT1 que se encargan del transporte a largas distancias y permiten
gue el nitrato pase al xilema y posteriormente a las células foliares (Wang et al., 2014).

En el proceso de asimilacion intervienen una serie de enzimas que reducen el nitrato para
generar amonio (Figura 1.1). En el primer paso, interviene la nitrato reductasa (NR) que es una
enzima citosodlica, compuesta por dos subunidades, formadas a su vez por tres cofactores. La
enzima se encarga de catalizar la reduccién del nitrato a nitrito (NO,). Es una proteina
inducible que, ademas estd regulada por mecanismos como la degradacidn enzimatica, sintesis
proteica, inactivacién reversible, la concentracién de sustrato y regulacion efectora. Esto se
debe a que el nitrito es un compuesto téxico que si se acumula en el citosol, puede ser
perjudicial para la planta (Wang et al.,, 2014). A continuacidn, el nitrito entra en el plasto,
donde se va a producir la segunda reduccidn, catalizada por la nitrito reductasa (NiR) y dando
como producto amonio. Finalmente, el amonio serd transferido al esqueleto carbonado 2-
oxoglutarato (2-OG) mediante la ruta de la glutamina sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT)
para dar lugar a la glutamina, que es el aminodcido a partir del cual van a derivar todos
aquellos compuestos de la planta que tengan nitrégeno en su estructura molecular (Andrews
etal., 2013).

MNitrato reductasa Mitriro reductasa
(NR) (NiR)

NO;, C————y NO, t/——— NH,’

(+5) m (+3) be (-3]

NADH+H  NAD+H;O 6Fd..+8H®  6Fd, +2H;0

Figura 1.1: Esquema de los pasos seguidos para llevar a cabo la reduccién del nitrato.
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1.2.1.2. Asimilacién del amonio (NH,").

Se trata de un compuesto que en general, es menos abundante en el suelo que el NOs, y es
muy tdxico para las plantas, hecho que se manifiesta mediante la aparicién del “Sindrome del
amonio”. Suele aparecer en cultivos crecidos en suelos con elevadas concentraciones de NH,’,
y se caracteriza por clorosis en hojas, descenso de la tasa fotosintética, menor rendimiento de
produccién, menor contenido catidnico y cambios en los niveles de determinados metabolitos,
como por ejemplo aminoacidos o acidos organicos (Horchani et al., 2010). Aunque también se
ha visto que determinadas especies como por ejemplo el arroz, la cebolla, el arandano vy el
puerro, prefieren la nutricién a base de NH," (Britto y Kronzucker, 2002).

La entrada de NH," en las células radiculares también puede darse mediante transportadores
de alta y baja afinidad. La familia de transportadores AMT, que tiene 11 dominios
transmembrana en los que la parte C-terminal es citosdlica mientras que la N-termina es
extracitosdlica, es la encargada de esta entrada (Wang et al., 2014).

Al igual que el nitrato, cuando el amonio se incorpora por la raiz, puede ser asimilado en el
momento, almacenado en la vacuola o bien transportado a las hojas donde pueda asimilarse o
almacenarse. Generalmente, las proteinas transportadoras encargadas de la movilidad del
amonio son de baja afinidad. La mayoria del NH," captado en las raices, o bien el que se
obtiene de la reduccion del nitrato, es asimilado en las células radiculares (Wang et al., 2014),
produciéndose por medio de la ruta GS/GOGAT (Horchani et al., 2010).

En un primer momento, la glutamina sintetasa (GS, formada por dos isoformas, una citosélica
GS1 y la otra plastidica, GS2) se encarga de catalizar la conversién del glutamato y el NH," a
glutamina. Las plantas que presentan una mayor actividad enzimdtica de la GS son mads
tolerantes a la nutriciéon por NH," (Magalhaes y Huber, 1989). Por otro lado, la glutamato
sintasa (GOGAT) se encarga de catalizar la reaccion del 2-OG (procedente del ciclo de Krebs) y
la glutamina (procedente de la reaccién catalizada por la GS) para dar lugar a dos moléculas de
glutamato (Glu) (Andrews et al., 2013). En la Figura 1.2 se encuentra resumido todo el proceso
de asimilacion del nitrato.

Durante mucho tiempo, se pensaba que ademds de la ruta GS/GOGAT habia otra ruta
alternativa involucrada en el metabolismo del amonio, esta es la ruta catalizada por la
glutamato deshidrogenasa (GDH). Actualmente se sabe que esto no es asi, y que la reaccion
catalizada por la GDH lo que hace es, por una parte, liberar NH," (catalizando la desaminacién
oxidativa del glutamato) y por otra proporcionar esqueletos carbonados para la respiracién vy la
fosforilacidn oxidativa. Por lo que la GDH junto con la enzima GOGAT contribuyen en el control
de la homeostasis del glutamato en las hojas, un aminodcido muy importante en el
metabolismo del carbono y nitrégeno (Hawkesford et al., 2012)
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Figura 1.2: Vision general de la asimilacién del nitrégeno. Encuadrado en naranja se resume el proceso de
reduccidn del nitrato a amonio mientras que en el recuadro verde se muestra la ruta GS/GOGAT.

1.2.1.3. Nitrégeno organico

1.2.1.3.1. Urea

La urea es el compuesto que forma la mayor parte de los fertilizantes comerciales de uso
agricola y la presencia de determinados microorganismos en el suelo hace que, pueda ser
hidrolizada (dando lugar a amonio y didxido de carbono, CO;), por lo que puede entrar en la
planta por captacién directa, o en forma de sus hidrolizados (Wang et al., 2014). En cuanto a
las proteinas transportadoras de urea, se encuentra tanto la DUR3, que es un transportador
de alta afinidad que actia mediante un sistema de transporte simporte (urea/H’) y contiene 14
dominios transmembrana, como MIPs que introducen la urea de una forma pasiva (Wang et
al., 2014).

1.2.1.3.2. Aminodcidos.

En el suelo también se encuentran aminoacidos provenientes de la degradacién de proteinas y
péptidos mayores, fluctuando la concentracion de aminoacidos libres en el suelo entre 1y
100uM. Existen diferentes transportadores de estos mondmeros, que tienen diferente
especificidad y afinidad dependiendo de cada aminoacido, como por ejemplo, el transportador
de lisina-histidina (LHT1) o la aminopermeasa 5 (APP5). Estos dos transportadores se
complementan, ya que la LHT1 transporta aminoacidos neutros o acidos mientras que la APP5
se encarga de introducir aminodcidos basicos. En relacién al transporte a las partes aéreas de
la planta, los aminodcidos y péptidos se introducen de una forma diferente en el conducto
floematico a través de las rutas simpldstica y apoplastica (Wang et al., 2014).

1.2.2. Interaccion del metabolismo del carbono y nitrégeno.
La asimilacién de nitrato y amonio en vastago y raiz para producir aminodacidos requiere
adenosin trisfosfato (ATP), poder reductor y esqueletos carbonados suministrados por los
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procesos de fotosintesis, glucolisis y respiracion. Asimismo, el metabolismo del carbono esta
estrechamente unido al metabolismo del nitrégeno y cualquier efecto en la abundancia de
carbohidratos tiene influencia en el metabolismo del nitrégeno y viceversa (Noctor y Foyer
2000; Lewis et al., 2000). Por ello, es imprescindible la coordinacién entre estos procesos para
evitar una competicién no controlada por la energia y las moléculas organicas entre las rutas
de asimilacion de nitrégeno, produccién de carbohidratos y asimilacion de CO,.

Cabe destacar que la asimilacién de nitrato es un proceso energéticamente costoso para la
planta y esta energia, asi como los esqueletos carbonados ,2-OG, para la acepcién del amonio,
se generan durante la fotosintesis. Ademds, también proporciona el sustrato de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), el fosfoenolpiruvato (PEP). En condiciones de deficiencia
en nitrégeno, se produce un aumento en el contenido de carbohidratos, que a su vez implica
una mayor capacidad de reduccién y transporte de nitrato y como cabe esperar, la asimilacidn
de nitrégeno es mayor con plantas expuestas a la luz que en la oscuridad (Wang et al., 2014).

Ademas existen otros procesos en la planta que, aunque no influyen de una forma tan directa
sobre el metabolismo del nitrégeno como lo hace la fotosintesis, generan compuestos
necesarios o que deben ser reasimilados debido a su toxicidad para la célula. Se trata de los
procesos de fotorrespiracidon y respiracidon celular. La fotorrespisracion, se producen en el
mesdfilo de las hojas de la planta, donde interviene la enzima ribulosa- 1,5- bisfosfato-
carboxilasa oxigenasa (RuBisCO). Durante el proceso se genera NH," que rapidamente tiene
que ser reasimilado mediante la via GS/GOGAT para evitar sus efectos toxicos (Wang et al.,
2014). Por otra parte, el proceso de respiracion celular no solamente abastece a la planta de
2-0G durante el dia, sino también le proporciona ATP necesario para la sintesis de sacarosa,
genrandose ademads, piruvato y oxalacetato (OAA) (Wang et al., 2014).

Con todo esto se pone de manifiesto la correlacion existente entre ambos procesos y modificar
ciertos puntos en uno de estos metabolismos tendra consecuencias directas sobre el orto.

1.3. LA MEJORA DE CULTIVOS RELACIONADA CON LA EFICIENCIA EN EL USO
DEL NITROGENO.

Desde que se conocen los efectos contaminantes del exceso de nitrégeno en el suelo, han sido
muchos los programas de mejora clasica que se han llevado a cabo para obtener cultivos
crecidos en menores cantidades de nitrégeno, pero este tipo de mejora implica la necesidad
de realizar y analizar cientos de cruzamientos entre variedades para obtener los hibridos de
interés. Ademas, los mecanismos de tolerancia a condiciones desfavorables son caracteres
multigénicos, lo que dificulta en gran medida obtener variedades de interés agronémico
tolerantes mediante mejora cldsica. Con el desarrollo de las plantas transgénicas y mads
actualmente de las técnicas émicas, se ha logrado entender la base genética del proceso de
nutricion de las plantas, lo que permite identificar elementos reguladores claves en los
procesos de captacién, transporte y asimilacion del nitrégeno por parte de la planta (Lopez et
al., 2013). Es por ello que la biotecnologia es una opcidn viable que permite el desarrollo de
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genotipos tolerantes sin tener las caracteristicas agrondmicamente indeseables de la especie
donante (Varshney et al., 2011).

En un primer momento y conocidas las rutas del metabolismo de nitrégeno y del carbono, las
aproximaciones que se llevaron a cabo para aumentar la eficiencia en el uso del nitrégeno
(NUE) se basaban en la sobreexpresiéon de determinados genes claves en ambos
metabolismos, lo que en muchos casos no tuvo el efecto esperado ya que la alteracién de una
Unica enzima implicada en una determinada ruta metabdlica puede resultar ser enmascarada
por los mecanismos concurrentes que se activan para mantener la homeostasis (Kurai et al.,
2011). Referido a esto, algunas de las aproximaciones que se han llevado a cabo para
aumentar la tasa del NUE han sido la sobreexpresidén de transportadores de nitrato, de las
enzimas nitrato y nitrito reductasa y también de las principales proteinas de la ruta GS/GOGAT
(Lopez et al., 2013). Ademas, teniendo en cuenta la fuerte demanda alimentaria necesaria
para abastecer a la poblacién mundial, aparte de aumentar el NUE, también se busca obtener
cultivos con un mayor rendimiento de produccion, y en este caso, tampoco se han obtenido
resultados satisfactorios en mediante la sobreexpresiéon de enzimas participantes en la
asimilacion de nitrégeno (Sinclair et al., 2004).

Por todo ello, actualmente se estdn empezando a emplear los factores de transcripcidon para
asi obtener fenotipos y genotipos que sean de interés agrondmico, ya que la modificacién
mediante ingenieria genética de mecanismos bajo compleja regulacion pueden ser lograda de
forma mas eficiente con la ayuda de factores de transcripcién debido a su capacidad de
modular simultdneamente procesos que incluyen numerosas reacciones enzimaticas usando
un simple factor de transcripcién (Corrales et al., 2014; Lin et al., 2013; Gupta et al., 2011;
Kurai et al, 2011; Yanagisawa et al, 2004). Dos ejemplos que ya han sido utilizados
relacionados con el metabolismo del nitrégeno son el ANR1 que induce la iniciacién y
elongacidn de raices en Arabidopsis y ha resultado en un aumento de la productividad que
puede ser debido a una mayor capacidad de la toma de nitrégeno del suelo (Lépez et al.,
2013). El otro factor de trascripcién implicado es de la familia Dof y, es el que se ha empleado
en el presente trabajo, por lo que se hablard mas extensamente de él en posteriores
apartados.

1.3.1. Los factores de transcripcion en plantas

Todos los organismos eucariotas han desarrollado distintos patrones de regulacién de la
expresion génica que varian a lo largo de su ciclo vital y en respuesta a las diferentes sefiales
del entorno en el que se encuentran. Aunque otros procesos pueden estar implicados, el
principal mecanismo que permite el control de los genes que se han de expresar en un
determinado nivel, momento y lugar es el control transcripcional, mediante la utilizacion de
factores de transcripcién (FTs) (Riechmann et al., 2000).

Para que se lleve a cabo dicho mecanismo por el cual se regulard la expresién génica se ha de
formar primero el complejo de iniciacion de la ARN polimerasa Il y los FTs generales en el
promotor del gen que se va a transcribir, formandose primero el complejo de pre-iniciacion
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(PIC: Pre-Initiation Complex), en el que se encuentra la RNA polimerasa Il unida al complejo
TFIID, en el que se encuentra la proteina TBP (Tata Binding Protein) encargada de reconocer y
unirse a secuencia consenso de la caja TATA (5'-TATAAA-3’). Ademas de este complejo
proteico, se pueden unir otros elementos reguladores en cis (CRE: Cis Regulatory Elements)
presentes en los promotores de los genes que se van a transcribir. Estos elementos
reguladores pueden ser: activadores, represores, coactivadores, correpresores y moduladores
del empaquetamiento de la cromatina, dependiendo de su modo de actuacién en el proceso
transcripcional. Asi, dependiendo de los elementos que interaccionen con el complejo de pre-
iniciacion se regulard de una forma u otra, la transcripcidn de los genes diana. Por lo tanto, un
unico FT puede desempefiar funciones diferentes, regulando la expresion de distintos genes.
La regulacién de los factores transcripcionales se produce fundamentalmente, a nivel
transcripcional, aunque también se han descrito numerosas modificaciones post-
traduccionales, degradacion por proteasoma, transporte al nic
(Larue et al., 2009).

eo, y control por micro RNAs.

Existen diferentes tipos de FTs dependiendo de con que interaccionen. Aquellos que se unen
directamente a la secuencia nucleotidica suelen hacerlo mediante diversos dominios
funcionales altamente conservados que se unen a los CREs. En la Tabla 1.1 se expone un
resumen de los factores de transcripcién especificos de plantas agrupados por familias.

Tabla 1.1: Principales familias de factores de transcripcidn en plantas (Adaptado de Shiu et al., 2005)

Familia Subfamilia Dominio de unién al DNA CRE(s) .
Secuencia consenso Nombre

AP2 ERF Estructura de a-Hélice 5'-(T)(W)RCCGCC-3' ERE/Caja GCC

CBF/DREB 5'-(T)RYCGAC(A)(T)-3' CRT/DRE
WRKY Dedo de zinc C2-H2 con la secuencia conservada WRKY 5'-(T)(T)TGAC(Y)-3' Cajaw
SBP 10 circuitos conservados de Cy H que unen a zinc 5'-(S)(K)GTAC(C)(W)-3' CuRE
B3 Dos a-Hélices centrales rodeadas por 7 Ldminas B 5'-CATGCAY-3' Motivo RY
DOF Dedo de zinc C2-C2. 5'-(W)AAAG(S)-3' CajaP
YABBY Dedo de zinc C2-C2y estructura Hélice-Giro-Hélice -
EIN3 - 5'-AGGGGCATGTAT-3'
DUF573 - 5'-(G)(C)YAAACAMY-3' CajaB
GRAS 5 motivos (2 de leucinas, VHIID, SAW y PFYRE) -
FLO_LFY - 5'-CCAATGT-3'
NAM Ldmina B antiparalela enrollada alrededor de una Hélice-a -
TCP Estructura Hélice-Giro-Hélice no candnica -

Las plantas, ademas de los factores de transcripcion especificos también comparten otras
familias de estas proteinas con otros eucariotas, aunque el porcentaje de genes que codifican
para factores de transcripcidon es mayor en plantas que en otros organismos como Drosophila
melanogaster, Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis elegans (Shiu et al., 2005).

1.3.1.1. Factores de transcripcion tipo Dof.

Los genes Dof codifican una familia de factores de transcripcidon especificos de plantas que
presentan un motivo altamente conservado de unién al DNA, llamado dominio Dof.
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Este dominio Dof estd situado en la zona N-terminal de la proteina, la cual estd muy
conservada, lo que no ocurre en la zona C-terminal que es mds variable. El dominio Dof esta
formado por 52 aminodacidos que es el que se une al DNA con estuctura dedo de zinc (C2-C2),
de ahi el nombre que recibe la familia de estos factores de transcripcién, DNA-binding with one
finger. Como se observa en la Figura 1.3, el motivo tiene 4 cisteinas que son muy importantes
para la estabilidad del giro (loop) y el correcto funcionamiento de la proteina, ya que cualquier
mutacién en dichos residuos provoca cambios muy importantes en la configuraciéon del
dominio, impidiendo la unién al DNA. El dominio Dof reconoce y se une en cis a la secuencia
5’-(A/T)AAAG-3’, o en su defecto a la secuencia reversible (Cai et al., 2013), también se puede
unir a repeticiones de dicho motivo, influyendo ademas las secuencias flanqueantes a la region
consenso a la hora de producirse la unién por el factor de transcripcién a la secuencia
nucleotidica (Yanagisawa et al., 1999). También se ha visto que el dominio Dof es bifuncional,
ya que no solamente se une a la secuencia de DNA, sino que también interviene en las
interacciones entre proteinas (Yanagisawa, 2004).

Figura 1.3: Representacion del dominio Dof presente en la familia de factores de transcripcién DOF.

El papel regulador de las proteinas tipo Dof en el desarrollo de la semilla esta bien establecido,
no obstante, se ha descrito que estos factores participan también en la regulacién de genes
involucrados en la fotosintesis y el metabolismo de carbohidratos, la germinacién de semillas,
el tiempo de floracidn, las respuestas frente a patdgenos, la respuesta a las auxinas, en el
control de la expresion especifica en los estomas, expansion de la pared celular, ciclo celular y
en la eficiencia en el uso del nitrégeno (Corrales et al., 2014, Cai et al., 2013, Noguero et al.,
2013, Yanagisawa et al., 2004; Lijavetzky et al., 2003). La gran variedad de funciones en las que
interviene esta proteina se debe en gran parte a la variabilidad de la regién C-terminal, que
permite la interaccién de la proteina Dof con otras proteinas reguladoras (Noguero et al.,
2013). Se ha visto que los niveles de expresion de ciertos Dof regulan diferentes condiciones
en Arabidopsis, pero no se sabe nada de cédmo actlan en determinados cultivos de interés
agrondémico como puede ser el tomate.

En Arabidopsis, han sido identificados unos 36 factores transcripcionales del tipo Dof, que
mediante estudios filogenéticos empleando ésta y otras especies se han clasificado en cuatros
subfamilias A-D (Lijavetzky et al., 2003).



Introduccion

En una de estas subfamilias, concretamente la D, se pueden encontrar los Cycling Dof Factors
(CDFs), que reciben su nombre por que oscilan bajo condiciones de luz constante. Tienen un
papel muy importante en el fotoperiodo de floracidn de Arabidopsis thaliana, ya que
establecen el ritmo diurno en CONSTANS (genes responsables de la floracion, CO) (Corrales et
al., 2014).

Mediante andlisis de secuencia se ha visto que en Arabidopsis thaliana esta subfamilia estd
compuesta por cinco miembros, CDF1 a CDF5, que presentan un papel importante en el
control de la floracién. En un estudio previo realizado por Corrales y colaboradores, (2014) se
identificaron 34 secuencias en tomate homdlogas a los DOF de Arabidopsis, de las cuales cinco
de ellas presentan caracteristicas estructurales similares a las del grupo D de Arabidopsis
thaliana y que, potencialmente, podrian ser los genes ortdlogos de los genes CDF de
Arabidopsis. A estos ortdlogos se les ha denominado Solanum lycopersicon CDFs o SICDFs.

En este mismo grupo de investigacion se estd analizado en detalle la funcién de SIDof de
tomate, sobre todo en su relacidn con la respuesta a estrés y su impacto en la calidad del
fruto. Por el momento los resultados mas relevantes han puesto de manifiesto su importante
papel en el control del metabolismo. Analisis preliminares de tolerancia de plantas de tomate
Moneymaker que expresan de forma constitutiva tanto Dof21 como de su homdlogo S/IDof21
generadas en nuestro laboratorio, indican que estas son mas resistentes a distintos tipos de
estreses abidticos, tales como salinidad y las temperaturas bajas, que las plantas control.
Ademas, un resultado de mayor interés y que se presentd de forma consistente en todos las
lineas, fue el incremento en fotosintesis y biomasa de las plantas transformadas (Corrales et
al., 2013). Por otra parte, distintos trabajos en Arabidopsis (Yanagisava et al., 2004) y en arroz
(Kurai et al., 2011) que utilizan la sobreexpresién de factores de transcripcion tipo Dof de maiz
(ZmDof1) demuestran una accién conjunta de estos genes reguladores en el incremento de la
fijacion de CO, y la asimilacion de nitrégeno en condiciones de deficiencia de éste Ultimo. Sin
embargo, no ocurre lo mismo en Populus, donde la sobreexpresidon del Dofl de maiz no ha
provocado un aumento en la tasa de asimilacion de nitrégeno bajo condiciones deficientes
para dicho elemento (Lin et al., 2013). Este hecho sugiere que el factor de transcripcion puede
provocar respuestas diferentes en funcion de la especie vegetal en la que se trabaje.

1.4. ELTOMATE COMO CULTIVO DE INTERES AGRONOMICO.

Dentro de la familia de las Solanaceas se encuentran algunos de los cultivos agricolas con una
mayor importancia econdmica, como son, por ejemplo, la patata (Solanum tuberosum), el
tabaco (Nicotiana tabacum), el pepino (Cucumis sativus) y el tomate (Solanum lycopersicum).
Debido a su impacto econdmico dichas especies han sido muy estudiaras, y en el tomate se ha
realizado tanto mejora genética clasica como transformacién genética mediante el empleo de
técnicas de biologia molecular e ingenieria genética (Nuez y Prohens, 2008).

Dentro de las Solanaceas, el tomate pertenece a la subfamilia Solanoidae y al género Solanum
(Olmstead y Bohs, 2007). Todas las especies pertenecientes a esta familia son de dotacion
cromosdmica diploide, siendo el tomate una especie que tiene 24 cromosomas y un genoma
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de aproximadamente 950 Megabases, de las cuales hay un 75% de heterocromatina y en gran
parte carece de genes (Mb) (Nuez and Prohens, 2008).

Se trata de una planta con porte arbustivo, cultivable durante todo el afio y que puede
desarrollarse de tres formas diferentes, rastreras, semierecta o erectas (Figura 4). Su sistema
radicular es axonomorfo y el tallo principal tiene un didmetro de 2 a 4 centimetros en la base,
gue va disminuyendo a medida que se asciende. A lo largo del tallo, se van desarrollando los
tallos secundarios y en ellos, aparecen las hojas que son compuestas e imparipinnadas y
recubiertas por pelos glandulares. Los frutos aparecen a partir de las flores, que son perfectas,
regulares e hipdginas. Constan de 5 sépalos, pétalos y estambres que se disponen formando
un cono que envuelve al gineceo y al ovario. En cuanto a la produccioén, es el cultivo horticola
gue mas se produce tanto mundialmente (FAOSTAT, 2013), como en Espafia, seguido de
cebollas y pimientos (Anuario de Estadistica Agraria, 2013).

Es uno de los vegetales mas importantes en la dieta, ya que es una extraordinaria fuente de
vitaminas y minerales. Ademas, el fruto contiene diferentes carotenoides de caracter
antioxidante, en particular, licopeno, que da al tomate su color rojo y al que se ha relacionado
con la prevencion del cancer de préstata y otras enfermedades degenerativas (Chen et al,,
1999).

Figura 1.4: Aspecto general de las plantas de tomate en el invernadero.
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Objetivo

El objetivo principal de este trabajo de final de grado es caracterizar el papel del factor de
transcripcion Dof21 en la regulacidn del metabolismo de carbono y nitrégeno. Para ello, se han
obtenido plantas de tomate que sobreexpresan el gen Dof21 de Arabidpsis thaliana (AtDof21),
gue han sido sometidas a diferentes niveles de aporte de nitrogeno para determinar si poseen
una mejor eficiencia en el uso de este nutriente mineral.

Para cumplir con este objetivo, se han realizado las siguientes actividades:

e Se han mantenido plantas de tomate transgénicas que sobreexpresan el gen Dof21 y
otras no transformadas en condiciones de invernadero a tres niveles de aporte de
nitrogeno (100, 60 y 30% del aporte completo)

e Se han realizado medidas, regularmente, de contenido en clorofilas y capacidad
fotosintética para determinar los efectos de la limitaciéon y disponibilidad del
nitrégeno sobre ambos genotipos.

e Se ha evaluado el efecto de la sobreexpresion del gen Dof21 y de la deficiencia en
nitrégeno sobre la produccion de biomasa y produccién de las plantas de tomate,
contenido en carbohidratos metabolizables y en proteina soluble total, contenido en N
y C total, actividad enzimatica de la nitrato reductasa y expresion relativa de los genes
PEPC1 y SnRK1, en comparacion con las plantas no transformadas.
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Materiales y Métodos

3.1- MATERIAL VEGETAL.

En este estudio se utilizd tomate Moneymaker (Lycopersicum esculentum L.) que
sobreeexpresaba el factor de transcripcién Dof21 de Arabidopsis thaliana bajo el promotor
constitutivo 35SCaMV. A partir de ahora, a las plantas transformadas se les denominard
PROK3, nombre interno que se les proporciond en el laboratorio. Como controles se utilizaron
tomates Moneymaker no transgénicos (WT).

3.2- CONDICIONES DE CULTIVO.

Los experimentos se realizaron desde Enero hasta Mayo del 2014. Se depositaron las semillas
de tomate de los dos genotipos en placas Petri con discos de papel de filtro humedecidos y se
mantuvieron en camaras de cultivo en condiciones de oscuridad y a 252C hasta que emergié la
radicula. A los 5 dias se seleccionaron aquellas plantulas de tamafio homogéneo y se
sembraron en semilleros con alveolos de 4.5 x 4.5 x 7 c¢cm rellenos con fibra de coco
(Horticoco). Los semilleros se mantuvieron durante un mes en las cdmaras de cultivo (25/18
oC, 16/8 h luz/oscuridad), regdndose con solucidon nutritiva tipo Hoagland n2 2 (Tabla 2.1;
Hoagland y Arnon 1954).

Una vez pasado ese tiempo, las plantas se trasplantaron a macetas que contenian fibra de coco
y se llevaron a invernadero bajo malla AntiThrip. Se emplearon entre 13 y 14 plantas por
genotipo y tratamiento, siguiendo una distribucidn en bloques al azar.

Las plantas se sometieron a tres niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva: 100%, 60% y 30%
del nitrégeno de la soluciéon Hoagland. Las soluciones se prepararon mezclando solucién con
100% y 0% de nitrogeno. Se realizaron dos riegos semanales, permitiendo que la solucion
nutritiva drenase (10 a 20% del volumen afadido). (Ver anexo |)

Tabla 2.1: Composiciéon de la solucidon nutritiva y cantidad (mL por L de
solucién) de los diferentes stocks de sales empleado para preparar las
soluciones con el 100% y 0 % del contenido en nitrégeno. (En el caso de los
micorelementos, al lado de cada compuesto se presentan los g necesarios
para preparar 1 L de solucion)

100N ON
(Completa)
1M Fosfato monoamonico (NH4PO,) 0.5 -
1M Nitrato potdsico (KNOs) 3 -
1M Nitrato calcico (Ca(NOs),) 2 -
1M Sulfato de magnesio (MgSQ,) 1 1
Microelementos: 0.5 0.5
Acido bérico (HsBO;) 2.5
Cloruro de manganeso (MnCl,) 1.8
Sulfato de zinc (ZnSO,) 0.2
Sulfato de cobre (CuSO,) 0.08
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Acido molibdico (H,Mo00,) 0.02
0.5% sequestrene 0.5 0.5
1M Fosfato monopotdsico (KH,PO,) - 0.5

0.5M Sulfato potasico (K,S0,) -
1M Cloruro calcico (CaCly) -

Para obtener las soluciones de 60 y 30% de contenido en nitrégeno, se mezclaron 6 y 3 partes
de la solucién 100N (completa) con 4 y 6 partes de la solucion ON (sin nitrégeno)
respectivamente.

Las plantas se sometieron a las condiciones de manejo y tratamientos caracteristicas del
cultivo de tomate comercial en invernadero.

3.3- DETERMINACION DE PARAMETROS.

3.3.1 Biomasa.

Al final de experimento, se determinaron los pesos frescos y secos de todas las plantas, tanto
de raices como de las partes aéreas (hojas y tallo), mediante una balanza de un decimal. Los
pesos secos se obtuvieron tras secar en una estufa a 652C durante una semana
aproximadamente.

La superficie foliar total de las plantas se estimé mediante un programa de imagen Imagel
(Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).

Se estimd la produccién de cada planta recolectando los frutos, en estado rojo maduro, hasta
el 42 racimo. En cada planta, se determind el peso y el nimero de frutos de cada racimo.

3.3.2 Fluorescencia de las clorofilas del fotosistema Il (PSII).

La fluorescencia de las clorofilas del fotosistema Il se midié con un medidor portatil MINI-PAM.
Se determind el rendimiento cuantico maximo del PSII (F,/F.), que estad relacionado con los
procesos de fotoinhibicion o dafios de la cadena de transporte de electrénica de los
fotosistemas, y el rendimiento cuantico efectivo del PSIl (dps,), que esta relacionado con el
funcionamiento de la cadena de transporte electrdnico.

Las hojas se iluminan con un haz de luz moderada de muy baja intensidad (0.5 pmol m™ s?) a
600 Hz para determinar la fluorescencia basal (F). La aplicacion de un pulso saturante de luz
actinica de 8000 pumol m? s permite la estima de la fluorescencia méaxima (F.). Estos
parametros se emplearon para calcular el rendimiento cuantico efectivo del PSII (Genty et al.,
1989) en hojas en condiciones de estado estacionario de luz. Para la determinacién del
rendimiento cuantico maximo del PSII (F,/F..) se midio la fluorescencia basal (F,) y maxima (F..,)
en las mismas hojas, pero previamente mantenidas en oscuridad durante 30 min.

Los parametros de fluorescencia se determinaron regularmente durante el experimento: 14 de
Marzo, 27 de Marzo, 1 de Abril, 11 de Abril, 2 de Mayo y finalmente el 14 de Mayo. Las
medidas se realizaron en la 4-5 hoja desde el apice. En cada fecha, se realizaron medidas en
todas las plantas del experimento.
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3.3.3 Contenido en clorofilas (SPAD).

Se estimd el contenido en clorofilas de las hojas mediante un SPAD-502 (Chlorophyll Meter;
SPAD-502, Minolta. Inc. Japan). Se trata de un colorimetro portatil que mide la absorcién de la
hoja en las longitudes de onda caracteristicas de las clorofilas (400-500 nm y 600-700 nm) y
determina su contenido relativo lo que nos permite hacer una estima de la cantidad de
nitrégeno.

Las medidas SPAD se realizaron, en cada fecha y en todas las plantas, en paralelo a las medidas
de fluorescencia durante el experimento.

3.3.4 Parametros fotosintéticos. Intercambio de gases.

Las determinaciones de intercambio de gases se realizaron con un medidor portatil Li6400 (Li-
Cor Biosciences Inc). Se midié la tasa neta de fijacion de CO, (A.: pmol CO, m™ s™), tasa de
transpiracion (E; mmol H,O0 m™ s™), apertura estomatica (g,; mol H,O m™ s™) y concentracidn
subestomatica de CO, (C;; umol CO, - mol de aire™). Las medidas se realizaron en condiciones
de estado estacionario con una radiacién PAR de 1000 pmol m™ s, temperatura ambiental,
concentracion ambiental de 400 ppm de CO, y una diferencia de presién de vapor de agua
entre 1y 2 kPa.

Se realizaron medidas a mitad del experimento, el 1 de Abril y al final del experimento, el 14
de Mayo, en la 4-5 hoja a partir del dpice (madura y completamente expandida). Se realizaron
10 determinaciones en plantas distintas en cada fecha, genotipo y tratamiento.

3.3.5 Determinacion de aztcares solubles y almidén.

La extraccién de azlcares solubles y almiddn en hojas se realizd segun el protocolo descrito
por McCready et al.,, (1950). Se pesaron, en tubos de centrifuga, 50 mg de las muestras de
hoja trituradas a los que se anadieron 15 mL de etanol al 80%. Los tubos se mantuvieron 10
minutos en un bano con agua hirviendo, agitandose de vez en cuando. Una vez trascurrido ese
tiempo, los tubos se centrifugaron 10 minutos a 4500 rpm y se recogidé el sobrenadante en
matraces Erlenmeyer. La extraccidn se realizd dos veces mas, adicionando en cada caso, el
extracto al mismo matraz.

Para extraer el almiddn, al precipitado de la ultima centrifugacién, se le afiadieron 20 mL de
acido percldrico al 35%. La mezcla se agité y se dejo reposar durante 24 horas a temperatura
ambiente. Pasado el dia de reposo, se aforé la muestra con agua destilada a 50 mL y se filtro
con papel Whatman n22, dejandose el extracto en un bote de plastico de 50 mL.

Por otro lado, para la extraccion de azlcares solubles, los extractos depositados en los
matraces Erlenmeyer, se pasaron por el rotavapor para eliminar el alcohol (a 602C) y con agua
destilada, se recogid el extracto depositado en el balén y se aforé a 50 mL. Finalmente y como
en el caso anterior, se filtraron las muestras con papel Whatman n22 y se dejaron en tubos de
pldstico de 50 mL.

Una vez extraidas ambas moléculas, se realizé la determinacion empleando el reactivo
antrona-acido sulfirico (McCready et al, 1950). Dos mililitros y medio de solucidn problema,
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convenientemente diluida se depositan en tubos Pyrex con tapdn de rosca. Los tubos se
colocan en un bafio con hielo hasta que alcanzaron los 02C y entonces se afadié con una
bureta 5 mL del reactivo antrona-sulfirico (0.4g de antrona en 200 mL de 4cido sulfurico al
96% frio). Los tubos se agitaron enérgicamente, se abrid el tapdén % de rosca para permitir la
salida de gases y una vez cerrados se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante siete
minutos y medio. A continuacidn, se enfriaron en agua a temperatura ambiente y se midié la
absorbancia a 630 nm empleando un espectofotémetro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA).

Se realizd una curva patrén con glucosa para poder interpolar los datos. Los resultados se
expresaron como porcentaje de azlcares sobre el peso seco segun la ecuacioén:

ug glucosa -V - 100
V’-1000 - PS

% azUcares =

Dénde:

ug glucosa: Valor obtenido tras interpolar en la curva patrén
V: Volumen de aforado del extracto en mL

V’:Volumen del extracto analizado en mL

PS: Peso seco de la muestra extraida en mg

En el caso del almidén, el valor obtenido se multiplicé por 0.9 para compensar la pérdida de
agua en la formacidn de los enlaces.

Se realizaron tres determinaciones independientes de plantas diferentes por cada genotipo y
tratamiento.

3.3.6 Determinacion de la actividad enzimatica de la nitrato reductasa.

Para la determinacién de la actividad de la nitrato reductasa, se siguid el método Hagerman y
Hucklesby (1971). Se obtuvieron discos de las hojas de los diferentes tratamientos y se pesaron
0.2 g de material vegetal en tubos Falcon. Una vez pesados, se adicionaron a dichos tubos 10
mL de tampdn, que contenia: fosfato dibasico y monobasico (ajustado a un pH de 7.5), nitrato
potdsico y n-propanol. Los tubos se incubaron en oscuridad durante 1 hora a una temperatura
de 309C, tras lo cual, se paré la reaccidn con 5 minutos de bafio a 1002C. A continuacion, se
dejé enfriar con hielo y cuando los tubos se enfriaron, a una alicuota de 1 mL de solucién
problema se le aiadieron los reactivos colorimétricos: 2 mL de sulfanilamida y 2 mL N-1-naftil-
etilendramida (NNEDA) y se midd la absorbancia a 540 nm. La cuantificacion se realizdé por
comparacion con una recta patréon obtenida con cantidades conocidas de nitrito potasico
(KNO,).

Se realizaron cinco determinaciones independientes de plantas diferentes por cada genotipo y
tratamiento.

3.3.7 Determinacion proteinas solubles totales.

Se determiné el contenido total de proteinas solubles en hoja mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Para la extraccion, se tomaron las hojas de las plantas de los diferentes
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tratamientos y genotipos que se homogenizaron con la ayuda de nitrégeno liquido. Una vez
homogeneizadas, se pesaron 100 mg y se afiadié 250 pl de tampdn QB (KPO,4 pH 7.8 100mM,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1mM, Triton X1000 1%, Glicerol 10% vy ditiotreitol
(DTT) 1mM) y se centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 15 minutos a 49C, transfiriéndose
con cuidado el sobrenadante a otro eppendorf.

Para la determinacién, se tomaron 3puL de la muestra y se afiadieron 150ul de la solucién de
reaccion (0.01% Comassie Blue G-250, 5% etanol, 10% acido fosforico (H;PO,) 1.5M). Se
prepard en paralelo una curva patrén con cantidades conocidas de la proteina IgG — beta-
gamma globulina. Se incubé 5 minutos a temperatura ambiente y se midé en un
espectofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

Se realizaron cuatro determinaciones independientes de plantas diferentes por cada genotipo
y tratamiento. De cada determinacion, se realizaron dos réplicas técnicas.

3.3.8 Contenido total en carbono/nitrégeno (C/N).

Se determind el contenido total en carbono y nitrégeno elemental en un analizador elemental.
Las medidas fueron realizadas a partir de material seco y triturado de hoja por el Servicio de
lonédmica del CEBAS-CSIC (Murcia).

Se realizaron cuatro determinaciones independientes de plantas diferentes por cada genotipo
y tratamiento.

3.3.9 Estudio de la expresion de genes de interés.

3.3.9.1 Seleccidon de genes de interés.

Se seleccionaron los genes PEPC1 (fosfornol piruvato carboxilasa) y SnRK1 (sucrose non-
fermentating-1-related protein kinase 1), ambos directamente relacionados con el
metabolismo del carbono, y con ello, también del metabolismo del nitrégeno.

3.3.9.1.1 Disefio de los cebadores

Las secuencias de los genes se encontraron mediante las accesiones a la Genebank presentes
en los articulos que se leyeron de los articulos relacionados con los genes a estudio. Las
secuencias disefiadas se presentan en la Tabla 2.2.Se disefiaron oligonucleétidos especificos
para las reacciones de gPCR empleando el programa GenRunner2 y teniendo en cuenta no
disefarlos en las regiones conservadas de los genes. Los cebadores u oligos disefiados se
muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Oligos disefiados para la amplificacion de los genes PEPC1y SnRK1

PEPC1 Fw 5'- ACTGAGGAGAAAGAAAAGCCC-3'
Rev 5'- ACAGCAACAACATCTCAAAGGA -3
SnRK1 Fw 5'- TCAGTATAAGAGACCGCAGCT -3'
Rev 5'- AGGAAACACTATAACAACTGAATG -3
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3.3.9.1.2 Comprobacion de los cebadores mediante PCR.

Se ha de comprobar que los oligos disefiados amplifican realmente el gen de interés, para ello
se realiza una PCR para la cual se utilizé el material vegetal de hojas de tomates WT y PROK3 a
partir del cual se extrajo el RNA y se sintetizé el cDNA. Con esto, los cebadores y los
componentes de la PCR que faltan (nucleétidos, tampdn, Taq Polimerasa y agua) se realizé una
PCR con las siguientes condiciones:

- 1 ciclo: 2 min a 50°C.

- 1 ciclo: 10 min a 952C.

- 40 ciclos: 15 s 2 9521C + 1 min a 602C.
- 1 ciclo: 15 min a 952C.

Para ver si ha habido o no amplificacion se realizé una electroforesis con un gen de agarosa al
1% com tampdn TBE 1X (compuesto por Tris, Borato y EDTA). Se cargaron 5 pl del resultado de
la amplificacién junto con el tampdn de carga 6X de azul de bromofenol y EDTA. El patrén
molecular utilizado fue el Real Scale Marker n22 (Durviz). Se aplicd un voltaje de 60 mA
durante 1 hora para que se produjese la separacion de las bandas. Finalmente, el gel se tifié
con bromuro de etidio (1 pg/mL) y las bandas se visualizaron iluminando el gel con luz
ultravioleta.

3.3.9.2 Extraccion de RNA de tomate

El molde para la PCR a tiempo real (RT-gPCR) serd cDNA sintetizado a partir de RNA. Una vez se
tiene las muestras del material vegetal, se han de congelar con nitrégeno liquido y en el caso
de querelas almacenar se hard a -80°C.

La extraccidn se hizo utilizando el kit de Qiagen, RNeasy® Plant Mini Kit y se siguié el protocolo
del kit. Una vez ha extraido el RNA se debe hacer un tratamiento con DNasa empleando el kit
comercial TURBO DNA-free™ Kit (Ambion® — Life TechnologiesTM). Donde los 55 pl de RNA
gue se han obtenido en la extraccién se pasan a un tubo de PCR al que se afiade
5.5 L de Buffer Turbo 10X + 1.5 pL de DNasa Turbo (2 Units/pL) del kit. A continuacién se
incubd durante 30 min a 372C, se afiadié 1 ul de DNasa Turbo y se vuelvié a incubar otra vez a
379C durante 30 min. Después se anadieron 10 ul de resina (DNase Inactivation Reagent) para
inactivar la DNasa, se dejo 2 min invirtiéndose ocasionalmente durante este tiempo. El tubo se
centrifugd a 13000 rpm durante 3 min y el sobrenadante se transfierié a un nuevo eppendorf.

3.3.9.2.1 Cuantificacién de RNA.

Ha de hacerse una cuantificacién de RNA posterior a la extraccién y se realizdé con el NanoDrop
2000.

3.3.9.2.2 Comprobacion de la calidad del RNA.
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Para comprobar la calidad del RNA se realizd una electorforesi en gel de agarosa 1% con urea
1M fundida en tampodn TBE 1X. Se cargd 1ug de RNA junto con un volumen de tampdn de
formamida y se aplicd un voltaje de 50 mA durante hora y media. Finalmente el gel se tifié con
bromuro de etidio 1ug/mL y las bandas se visualizaron iluminado el gel con luz ultravioleta
(UV).

3.3.9.3 Sintesis de cDNA.

Para pasar el RNA a cDNA se empled el kit comercial iScriptTM ReverseTranscriptio Supermix
for RT-gPCR (Bio-Rad). Para cada reaccion se mezclaron 5 pL de la muestra de RNA (1 pg de
RNA total) con 4 pL de iScript ReverseTranscriptio Supermix y 11 pL de Nuclease-free water. La
RT-gPCR se llevé a cabo en un termociclador BioRad iCyclerTM iQ Real-Time PCR Detection
System a una temperatura de 372C durante 1 hora.

3.3.9.3.1 Cuantificacién del cDNA.

Ha de hacerse una cuantificacion del cDNA posterior a la extraccion y se realizé con el
NanoDrop 2000, para posteriormente, dejar todas las muestras a la concentracién deseada
antes de empezar con la RT-qPCR.

3.3.9.4 RT-gPCR.

Para realizar la PCR en tiempo real se empled un CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (BioRad). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos donde se
mezclaron 5 puL de cDNA (a una concentracion de 200 ng/uL), 5 pL de los cebadores (directo y
reverso a la concentracién correspondiente) y 10 uL de SYBR® Green Supermix. La RT-gPCR se
realiza en las siguientes condiciones:

-1 ciclo: 2 min a 50°C.

-1 ciclo: 10 min a 952C.

- 40 ciclos: 15 s 2 9521C + 1 min a 60°C.
-1 ciclo: 15 min a 952C.

Posteriormente, para realizar la curva de Melting, la temperatura va desde 652C hasta 952C
con un incremento de 0.52C por 5 min.

Es recomendable utilizar tres replicas bioldgicas independientes para cada muestra y tres
réplicas técnicas para cada replica bioldgica. Los niveles relativos de expresién se calculan por
el método 2—AACT (Livak i Schmittgen, 2001).

3.3.9.4.1 Optimizaciéon de la concentracién de cebadores.

19



Materiales y Métodos

Para la optimizacion de la concentracién de cebadores de cada gen en la qPCR se probaron
diferentes concentraciones finales de los cebadores reverso y transverso respectivamente:
200/200y 300/300 (en nM).

3.4- ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico que se utilizdé fue el analisis de la varianza (ANOVA), utilizandose tanto
ANOVAS multifactoriales como simples para determinar la presencia de diferencias
significativas entre los dos genotipos estudiados, los tres niveles de aporte de nitrégeno y la
fecha en el caso en los que se siguid la evolucién de los cultivos. La separacion entre medidas
se realizé6 mediante el test LSD (P<0.05) y el programa informatico utilizado para ello fue el
Statgraphics Centurion XVI.1I (Statistical Graphics Corp).
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Resultados y Discusion

Los factores de transcripcion son proteinas que regulan la expresién de genes a nivel
transcripcional (Riechmann et al., 2000). Un grupo de estos factores, especifico de plantas, lo
forman las proteinas Dof. Estos factores se caracterizan por tener un dominio de unién a ADN
con estructura de dedo de zinc (C2-C2), que se une a la secuencia conservada 3’-T/AAAAG-5’
en los promotores de los genes diana (Yanagisawa y Smidt 1999). Las proteinas Dof se ha
descrito que controlan diferentes procesos bioldgicos, desde la formacidon y germinacién de
semillas, respuestas a la luz, sefializacién hormonal (Yanagisawa 2004) y floracién (Corrales et
al., 2014). La sobreexpresidon de Dofl en maiz y mijo ha mostrado incremento en la tasa
fotosintética y produccién (Yanagisawa et al., 2004; Gupta et al., 2011). También se ha descrito
una mejora en la eficiencia en el uso del nitrégeno en Arabidopsis y maiz en plantas que
sobreexpresan el gen Dofl de maiz (Yanagisawa et al., 2004; Kurai et al., 2011).

Recientemente, se ha publicado la caracterizacion en tomate de una familia de genes Dof,
homadlogos a los CDFs de Arabidopsis (Corrales et al., 2014). Analisis de plantas de Arabidopsis
thaliana sobreexpresando uno de estos genes, el AtDof21, han mostrado niveles
incrementados de carbohidratos y ciertos aminoacidos, indicando una mejor eficiencia en el
uso del nitrégeno, de acuerdo a lo descrito anteriormente en otros genes Dof (Yanagisawa et
al., 2004; Kurai et al., 2011). En el presente trabajo se ha estudiado la eficiencia en el uso del
nitrégeno en plantas de tomate que sobreexpresan el gen AtDof21 para evaluar su posible
empleo biotecnoldgico en la mejora de la produccién de esta especie. Para ello se han
sometido plantas sobreexpresoras de tomate a condiciones de deficiencia de nitréogeno para
estudiar el efecto sobre el metabolismo de carbono y nitrégeno, asi como la produccién en
invernadero.

4.1- EVOLUCION DE LA RESPUESTA DE PLANTAS QUE SOBREEXPRESAN EL GEN
AtDof21 DE Arabidopsis thaliana A LA DEFICIENCIA EN EL APORTE DE
NITROGENO.

Se cultivaron en invernadero plantas de tomates transgénicas para el gen AtDof21 (cuyo
nombre interno del laboratorio es PROK3) y plantas de la variedad comercial Moneymaker
(WT), sometidas a tres niveles de aporte de nitrégeno (100, 60 y 30% del aporte completo). Se
realizd un seguimiento del efecto de estos aportes diferenciales mediante la evaluacion del
contenido en clorofilas (SPAD) y medidas de la capacidad fotosintética (fluorescencia de las
clorofilas del PSII e intercambio de gases).

4.1.1. Fluorescencia del PSII

En la Figura 4.1 se muestra, la evolucién frente al tiempo, de la eficiencia cuantica efectiva del
PSII (PhiPSII). Se observé una variacién importante de este parametro a lo largo del
experimento, que es debida a los cambios en las condiciones ambientales, especialmente la
intensidad de radiacién solar. No se observaron diferencias significativas entre los dos
genotipos estudiados en condiciones control. Las diferencias en el aporte de nitrégeno sélo
provocaron cambios en PhiPSII (P<0.05) en las plantas no transformadas (Figura 4.1A). Al final
del experimento (14 de Mayo), la eficiencia cuantica efectiva disminuyd con el menor aporte
de nitrégeno. Este efecto no se observd en las plantas PROK3.
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El efecto de la deficiencia en nitrogeno sobre el estado del PSII en diferentes cultivos vegetales
se ha descrito en numerosos estudios (Zong et al., 2014; Guo et al., 2007; Lu et al., 2001; Lu et
al., 2000). En todos ellos, se observa una disminucion de este parametro con la deficiencia en
el aporte de nitrégeno. En nuestro estudio, sin embargo, esta reduccion no se observa en las
plantas transformadas, lo que indica que mantienen la capacidad para canalizar los fotones
qgue llegan a los tilacoides del cloroplasto y que generan electrones que seran cedidos al
fotosistema | (PSI). Alternativamente, en condiciones de deficiencia de nitrégeno, en las
plantas PROK3, ciertas moléculas que pueden actuar como protectores del PSIl (Krasensky y
Jonak, 2011). Uno de los compuestos implicados es la glicina betaina (GB), un amonio
cuaternario cuya acumulacién provoca un aumento de la tolerancia a diferentes tipos de estrés
abidtico.
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Figura 4.1: Evolucién respecto al tiempo de la eficiencia cudntica efectiva del PSIl (PhiPS2) de plantas
WT(A) y PROK3 (B) para los tres tratamientos estudiados (100, 60 y 30% en N). Cada valor es media
de 13/14 determinaciones * error estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas (P < 0.05)
entre tratamientos para cada genotipo.

4.1.2. Contenido en clorofilas (SPAD).

Se estimd el contenido en nitrégeno foliar empleando el equipo SPAD. Se trata de un
colorimetro portatil (Pagola et al., 2009; Wu et al., 2007) que permite determinar, de forma
rapida y no destructiva, el contenido en clorofilas (Rodriguez et al., 1998). Ademas, numerosos
estudios han establecido una elevada correlacion entre los valores SPAD vy el contenido en
nitrégeno foliar (Liu et al. 2012). Se midid la evolucion respecto al tiempo de este pardmetro y
los resultados se muestran en la Figura 4.2. Se observé un aumento progresivo del contenido
en clorofilas desde el inicio del experimento hasta inicios de Mayo, y que se puede relacionar
con la madurez de las hojas y la adaptacién a las condiciones ambientales. A partir de Mayo se
observa un punto de inflexién y una bajada en los valores SPAD. Los puntos de inflexion
coinciden con el comienzo del desarrollo de los frutos en las plantas, lo que sugiere que el
nitrégeno empieza a movilizarse hacia el fruto cuando éste empieza su desarrollo.

A diferencia de lo descrito en plantas de Arabidopsis que sobreexpresan el gen Dofl
(Yanagisawa et al. 2004), no se ha observado, en condiciones de aporte suficiente de
nitrégeno, diferencias en el contenido en clorofilas totales entre las plantas de tomate que
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sobreexpresan el gen Dof21 y las no transformadas (Figura 4.2). Sin embargo, existen
diferencias en la respuesta a la deficiencia de N.

En las plantas WT, el aporte del 30% de nitrégeno provocd una disminucion importante en el
contenido en clorofilas desde mediados de Marzo (Figura 4.2A). Aunque aumentod ligeramente
con el tiempo, no superd las 30 unidades SPAD en Mayo. En las plantas con el 60% de aporte
de N, las diferencias se observan a partir de principios de Mayo. (Figura 4.2A). En las plantas
PROK3, hasta primeros de Mayo no se observaron diferencias en los valores SPAD debido a la
deficiencia de nitrégeno (Figura 4.2B). Esta caida, que es mas acusada que en las plantas WT se
podria relacionar con la elevada produccion de frutos observada en este genotipo (ver seccién
4.2.2).
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Figura 4.2: Evolucién respecto al tiempo del contenido en clorofilas en las hojas de los cultivos WT (A) y
PROK3 (B) en condiciones de aporte diferencial de N (100, 60 y 30% aporte de N). Cada valor es media
de 13/14 determinaciones + error estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05)
entre tratamientos para cada genotipo.

4.1.3. Parametros fotosintéticos. Intercambio de gases.

Se realizaron medidas de fotosintesis por intercambio de gases en dos fechas: el 1 de Abril, a
mediados del experimento, y el 14 de Mayo, cuando se observan diferencias entre
tratamientos en el contenido de clorofilas/nitrégeno foliar. En la Tabla 4.1 se muestran las
medidas de fijacidn neta de CO, (Ay), apertura estomatica (g), transpiracion (E), concentracion
subestomatica de CO, (C;) y eficiencia en el uso de agua, WUE (A\/E).

Las plantas PROK3 mostraron una mayor fotosintesis neta (Ay) que las no transformadas
(P<0.05). Resultados obtenidos en el laboratorio en otras lineas (no publicados) y en otros
trabajos (Gupta et al., 2012; Shaw et al., 2009) sugieren la participacion de los genes Dof en la
regulacion de la fotosintesis. Estos datos concuerdan con el mayor contenido en azlcares
solubles, principalmente sacarosa, y crecimiento descrito en plantas que sobreexpresan ciertos
genes Dof (Yanagisawa et al., 2004; Gupta et al. 2011). A 1 de Abril, no se observo efecto en Ay
por diferencias en el aporte de nitrégeno (Tabla 4.1) en ninguno de los dos genotipos
estudiados. Sin embargo, si que disminuyd este parametro el 14 de Mayo, observandose una
disminucion progresiva a medida que disminuye el aporte de nitrégeno. Cabe destacar, que,
porcentualmente, la disminucién es menor en el genotipo PROK3 que el WT, y los valores son
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superiores en cualquier nivel de aporte de nitrégeno. Estos datos parecen sugerir que las
plantas que sobreexpresan el gen Dof21 mantienen una mayor tasa de fijaciéon de CO, incluso
en condiciones de limitacién en el aporte de nitrégeno.

Tampoco se observaron cambios el 1 de Abril en los demds pardmetros fotosintéticos
determinados (Tabla 4.1). Sin embargo, al final del experimento, la deficiencia en el aporte de
nitrégeno provocd cierto cierre estomatico en las plantas WT y una disminucion en la tasa de
transpiracion. No se observaron cambios en estos pardmetros en las plantas PROK3. En estas
plantas, la eficiencia en el uso del agua fue ligeramente superior, aunque sin significacion
estadistica.

Tabla 4.1: Efecto de la limitacion del aporte de nitrégeno sobre la fotosintesis neta (A,) (umol CO, m? s'l),
apertura estomatica (g,) (mol H,0 m? s™), concentracion subestomatica de CO, (C;) (umol CO,. mol de

aire'l), la tasa de transpiracion (E) (mmol H,0 m™> s'l) y eficiencia en el uso de agua (WUE) (mmol/mmol)

en plantas que sobreexpresan el gen Dof21. Plantas de tomate no transformadas (WT) se usaron como
controles.

Parametros Fotosintéticos

Fecha Genotipo  Tratamiento An gs Ci E WUE
1.04.14 WT 100 9.48 a 0.38 a 344 a 6.19 a 153 a
60 9.00 a 0.49 a 348 a 7.06 a 1.27 a

30 8.98 a 0.32 a 339 a 5.62 a 1.60 a

PROK3 100 10.19 a 0.48 a 341 a 7.12 a 143 a

60 10.30 a* 0.38 a 341 a 6.21 a 1.66 a

30 10.19 a* 0.32 a 332 a 5.53 a 1.84 a

14.05.14 WT 100 7.98 a 0.25 a 333 a 4.51 a 1.77 a
60 6.24 b 019 b 330 a 3.79 ab 1.65 a

30 4.80 ¢ 0.17 b 332 a 3.24 b 1.61 a

PROK3 100 9.43 a* 0.27 a 324 a 5.09 a* 1.89 a

60 8.18 b* 0.22 a 319 a 439 a 193 a

30 6.96 c* 0.24 a 333 a 4.52 a* 1.63 a

Las letras denotan las diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos para cada genotipo y cada
dia de medida. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas (P < 0.05) entre un mismo
tratamiento para los dos genotipos en un determinado dia. Cada valor es media de 10 determinaciones
independientes.

4.1- EFECTO DE LA LIMITACION DEL APORTE DE NITROGENO SOBRE EL
CRECIMIENTO Y EL METABOLISMO DE CARBONO Y NITROGENO EN PLANTAS
QUE SOBREEXPRESAN EL GEN AtDof21.

El experimento se finalizd6 cuando los tratamientos diferenciales de aporte de nitrégeno
mostraron efectos sobre el contenido foliar de nitrédgeno y sobre el proceso fotosintético. En
este momento, se determinaron diversos parametros relacionados con el metabolismo de
carbono y nitrégeno, asi como de crecimiento de las plantas. Se ensayé en las hojas la
actividad enzimatica de la nitrato reductasa, se determind el contenido en C y N, proteinas
solubles totales y carbohidratos, y la expresién de genes relacionados con el metabolismo
energético.
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4.2.1. Produccion de biomasa.

Para cada planta, se determiné el peso fresco y seco de la raiz, tallo y hojas de las plantas, asi
como el nimero de hojas y la superficie foliar. En la Tabla 4.2 se muestras los datos
correspondientes a los pesos secos. Las plantas sobreexpresoras han mostrado un mayor
crecimiento vegetativo en condiciones de aporte nutritivo completo (58.2 vs 54.2 g de peso
seco total). Aunque muestran un menor desarrollo radicular, presentan un mayor desarrollo
del vastago debido fundamentalmente a unos tallos mas desarrollados (Tabla 4.2 y Figura 4.3).
Los datos de superficie foliar y nimero de hojas sugieren una mayor masa foliar, sin embargo
no alcanzan la significacion estadistica. Este mayor crecimiento ha sido observado en otras
lineas que sobreexpresan genes Dof en tomate en nuestro laboratorio (datos no publicados) y
en otras especies como tabaco (Wang et al., 2013).

Tabla 4.2: Efecto de la limitaciéon en el aporte de nitrégeno sobre la produccion de biomasa en plantas que
sobrexpresan el gen Dof21. Se presenta el peso seco del tallo (g), de raiz (g), de hojas (g), de vastago

(hojas + tallo, en g), el niUmero de hojas y la superficie foliar (cmz). Plantas no transformadas (WT) se
emplearon como controles.

BIOMASA
Genotipo Tratamiento  Pstallo Pshojas  Psvastago Ps raiz N2hojas  Superficie Foliar

WT 100 15.7 a 31.2 a 46.5 a 7.7 a 20 a 9773 a
60 14.6 a 28.8 a 43.4 a 7.1 a 21 a 9631 a

30 92 b 183 b 27.6 b 4.8 b 19 a 5603 b

PROK3 100 20.8 a* 323 a 53.1 a* 5.1 a* 21 a 10069 a
60 17.8 a* 282 b 459 b 4.8 a* 22 a 10622 a

30 18.0 a* 22.8 c* 40.8 b* 4.0 a 15 a 5539 b

Las letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre distintos genotipos para cada dia de medida,
siendo a>b>c. Los astericos indican la existencia de diferencias significativa entre un mismo tratamineto
para los dos genotipos.

En el momento del muestreo al final del experimento, hemos observado que la limitacién en el
aporte de nitrégeno provocd una disminucion significativa de la produccion de la biomasa para
el tratamiento del 30% de aporte en ambos genotipos (Tabla 4.2 y Figura 4.3). Cabe destacar
gue la disminucién es porcentualmente mds marcada en las plantas WT, incluso en las raices.
Estos resultados concuerdan con las propuestas de que la expresion de algunos genes Dof
permite un mayor crecimiento en condiciones de deficiencia de nitrogeno (Yanagisawa et al.,
2004; Wang et al., 2013). En el caso del 60% se produce una ligera disminucién, aunque no
estadisticamente significativa.
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WT 100 WT 60 WT 30 PROK3 100 PRPK3 60 PROK3 30

Figura 4.3: Efecto del aporte diferencial de N sobre el aspecto general de plantas WT (A) y
PROK3 (B).

4.2.2 Produccién y tamaiio de fruto.

La mayor produccidon de biomasa descrita en el crecimiento vegetativo de las plantas que
sobreexpresan el gen Dof21 también se refleja en el crecimiento reproductivo (Figura 4.4A y
B). El genotipo transgénico muestra una produccidn en un 250% superior al WT. Estos
resultados confirman la mayor produccidon de biomasa propuesta en estas lineas, pero ademas
indican que se produce una particion de fotoasimilados preferencial hacia los frutos,
reforzando por lo tanto su interés en mejora. Un papel del gen Dofl en la produccién de grano
en mijo ha sido propuesta por Gupta et al., 2011. Por otro lado, se ha descrito una expresion
regulada diferencialmente durante el desarrollo en este tipo de factores de transcripcion
(Corrales et al., 2014). En el presente trabajo la expresion del gen Dof21 esta controlada por el
promotor constitutivo 355CaMV, por lo que queda por dilucidar su papel en la regulacién de
enzimas clave en las relaciones fuente-sumidero de la planta. La mayor produccién observada
en condiciones control, fue debida mayoritariamente al aumento en el tamafio del fruto
(Figura 4.4C y D, y Figura 4.5), y también al aumento del nimero de frutos por planta (Figura
4.4Ey F).

En condiciones de limitacién en el aporte de nitrégeno, las plantas que sobreexpresan el gen
Dof21 mantienen la mayor produccién de fruto (Figura 4A y B). Sin embargo, no parece
observarse un efecto claro de la deficiencia en el aporte de nitrégeno sobre la produccion. El
tratamiento con un 30% de aporte de N muestra medias de produccion ligeramente inferiores
al control pero las diferencias no son significativas Cabe destacar, que, incluso en las
condiciones de 30% de aporte de nitrégeno, las plantas transgénicas producen mas cantidad
de fruto que las WT en condiciones de nutricion éptima (150 vs 100%, respectivamente).
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El mayor tamafio del fruto de las plantas transgénicas también se mantiene en condiciones de
limitacién en el aporte de nitrégeno (Figura 4.4C y D, y Figura 4.5). De hecho, el tamafio del
fruto en las plantas que sobreexpresan el gen Dof21 en estas condiciones es superior al de las
condiciones control (150% respecto a las condiciones control). Estos resultados concuerdan,
con lo que ya describe Li et al., (2010), donde los tomates crecidos en condiciones de
deficiencia de nitrégeno tienen un mayor tamafo respecto a los que crecen con el contenido
nitrogenado completo. Este hecho podria estar relacionado con una cierta disminucién en el
numero de frutos cuajados. Asimismo, explicaria los datos relacionados con la falta de
diferencias claras en produccién pues disminuye en nimero de frutos cuajados de forma
significativa para las plantas PROK3 con la deficiencia en el aporte de N (Figura 4.4E y F) pero
aumenta su tamafio. Nuestros resultados confirman el interés de estos genes como diana en
la mejora de la produccién, en condiciones que minimicen los costes y la contaminacion
ambiental debido al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados.
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Figura 4.4: Efecto de la limitacién en el aporte de N sobre la produccidn (A,B) de tomates (g/planta) y
el tamafio (C,D) del fruto (g/fruto) y el nimero de frutos por planta (E,F) en cultivos WT (A,C,E) y
PROK3 (B,D,F). Todos los resultados se han presentado en porcentajes respecto a los valores de las
plantas WT 100. Letras diferentes indican diferencias significativas (P > 0.05).Los asteriscos indican
diferencias (p < 0.05) entre genotipos para un mismo tratamiento. Cada valor es media de los valores
obtenidos en 13/14 plantas.
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Aungue no se ha evaluado la calidad del fruto en el presente trabajo, estudios realizados en el
laboratorio en lineas similares, han indicado que en condiciones de fertilizacidn completa estos
frutos presentan una mayor calidad organoléptica, derivada, entre otros, de un mayor
contenido en sacarosa y malato, y un menor contenido en acido citrico (datos no mostrados).
Otros autores han indicado el papel del malato en la calidad del fruto en condiciones de aporte
de nitrégeno alterado (Xu et al., 2012).

Figura 4.5: Aspecto representativo de los frutos obtenidos por efecto de la sobreexpresion del gen
Dof21 vy la limitacion en el aporte de N en plantas PROK3 y WT.

4.2.3 Contenido en azucares solubles y almidén.

Se ha determinado el contenido foliar en azucares solubles totales (principalmente glucosa,
fructosa y sacarosa), como carbohidratos de transporte o metabolizables directamente, y
almiddn, como carbohidrato de reserva. El contenido en azucares solubles (Figura 4.6A y B) no
mostro diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de los genotipos ensayados,
pero el contenido en solubles es ligeramente superior en las plantas que sobreexpresan el gen
Dof21, si bien las diferencias sélo son significativas en condiciones de 30% de aporte de N.
Otros autores han descrito un mayor contenido en sacarosa en plantas que sobreexpresan
genes Dof (Yanagisawa et al. 2004; Corrales et al. 2014). Es de destacar la importante subida
del contenido de almiddn en hojas en condiciones de limitacién en el aporte de nitrégeno, mas
acusada en las plantas transgénicas (Figura 4.6C y D). Este incremento podria estar relacionado
con la demanda de esqueletos carbonados para su asimilacion debida a la escasez de N. La
mayor subida en almidén en las plantas transgénicas se podria deber a la mayor tasa de
fijacion de CO, descrita en estas plantas (Ver seccidn 4.1.3). En otros estudios en tabaco (Wang
et al.,, 2013) en los que se ha sobreexpresado AtDofl conjuntamente con la glutamina
sintetasa en condiciones de deficiencia en nitrégeno, no se ha visto diferencias significativas en
el contenido en almiddn en lineas transgénicas, lo que podria indicar, que, en este caso, la
expresion de la GS haga que en vez de acumularse los azlcares en forma de almiddn, se esté
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propiciando la formacién de glutamina y con ello haya un aumento del contenido en
aminodacidos y proteinas.
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Figura 4.6: Efecto de la limitacidon en el aporte de N en el contenido foliar en azlcares solubles
totales (A,B) y almidén (C,D) en plantas WT (A,C) y transgénicos (B,D). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05). Los asteriscos indican diferencia (p < 0.05) entre genotipos bajo

el mismo tratamientos. Cada valor es media de cuatro determinaciones independientes.

4.2.4 Contenido en proteinas solubles totales.

Se ha descrito una mayor sintesis y acumulacion de aminodcidos en plantas que sobreexpresan
los genes Dof (Corrales et al., 2014; Yanagisawa et al., 2004;). En el presente trabajo, hemos
cuantificado el contenido total en proteina soluble en hojas mediante el método de Bradford
(1976). Se ha confirmado un mayor contenido en proteinas en las plantas transgénicas
respecto a las control (Figura 4.7). Este mayor contenido también se mantiene en condiciones
de limitacion en el aporte de nitrogeno. Cabe destacar que no se ha observado en ninguno de
los genotipos alteraciones en el contenido proteico, por lo que en las condiciones ensayadas,
ambos genotipos son capaces de mantener el equilibrio sintesis/degradacion de proteinas en
las hojas jovenes maduras, a costa probablemente de otros compuestos nitrogenados (p.e.
clorofilas, ver seccién 4.1.2) o removilizdndolo de otros érganos, como p.e. hojas viejas.
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Figura 4.7: Efecto de la limitacién de N en el contenido de proteinas solubles totales en hojas de
plantas WT (A) y PROK3 (B). Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los
asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05) entre genotipos bajo el mismo tratamiento. Los
datos son medias (z error estdndar) de cuatro determinaciones independientes.

4.2.5 Actividad enzimatica de la nitrato reductasa.

El primer paso de asimilacion del nitrato, principal fuente inorgdnica de nitrégeno en los
suelos, esta catalizada por la nitrato reductasa (Wang et al, 2014). NR cataliza la
transformacién de nitrato a nitrito, y puede tener lugar tanto en las raices como en el vastago.
Generalmente, el nitrato es transportado por el xilema al vastago y reducido en las hojas.
Aungue los valores de las plantas PROK3 son ligeramente superiores, no se han observado
diferencias significativas entre genotipos (Figura 4.8). Se ha descrito una relacion entre la
disponibilidad de carbohidratos y la capacidad de las hojas para fijar nitrato. De hecho, la NR
esta fuertemente regulada por los niveles de carbohidratos, la disponibilidad de ATP y poder
reductor, y por la luz (Hagerman y Hucklesby, 1971)

Los dos genotipos mantienen la actividad NR en condiciones de limitacion en el aporte de
nitrégeno. El mantenimiento de los niveles de azucares solubles disponibles en las hojas, y por
lo tanto de los esqueletos de carbono para la asimilacién del nitrégeno, asi como de los niveles
de proteina soluble total, podrian explicar estos resultados.
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Figura 4.8: Efecto de la limitacion en el aporte de N sobre la actividad enzimatica de la enzima nitrato
reductasa para plantas WT (A) y PROK3 (B). Letras distintas indican diferencias significativas (P <
0.05) entre los tres tratamientos de los diferentes genotipos. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre genotipos para el mismo tratamiento. Los valores son medias (+ error

estandar) de cinco determinaciones independientes.

4.2.6 Contenido total en Carbono/Nitrégeno.

Como se ha indicado anteriormente, el metabolismo de C y N estan fuertemente ligados
(zheng, 2009). Cuando se produce una deficiencia de nitrogeno, suele producirse una
inhibicién de la fotosintesis, y por otro lado, cuando se aumenta la fijacién de CO,, se suele
promover la absorcidn y asimilacién de nitrégeno. Por lo tanto, el mantenimiento de un
equilibrio entre C y N es critico desde el punto de vista metabdlico. En este sentido, en este
trabajo se ha determinado en contenido en C y N mediante un analizador elemental, y los
resultados se muestran en la Figura 4.9. Las plantas PROK3 han mostrado un mayor contenido
en C en las hojas en condiciones de aporte suficiente de nutrientes. Este resultado concuerda
con los descritos anteriormente, que indicaban que estas plantas tenian una mayor tasa
fotosintética y contenido en carbohidratos. Por otro lado, no se observaron diferencias en el
contenido en N entre genotipos, y si una mayor ratio C/N en las PROK3 debido a una mayor
cantidad de C.

En condiciones de deficiencia en el aporte de nitrégeno, el contenido en C no varié dentro de
cada genotipo, y fue ligeramente superior en las plantas PROK3 (Figura 4.9A y B). Sin embargo,
se observé una respuesta diferencial entre genotipos en el contenido en nitrégeno (Figura 4.9C
y D). En las plantas WT los niveles de N disminuyeron al disminuir el aporte de nitrégeno en la
fertilizacion (Figura 4.9C y D). En las plantas PROK3 aunque también se observa una ligera
disminucion, esta no es significativa. Como consecuencia, la ratio C/N (Figura 4.9E y F)
aumenta en las plantas WT a medida que el aporte disminuye, mientras que las plantas PROKS3,
aunque tiene una tendencia a aumentar, este aumento no es significativa (P<0.05). Este
aumento, indica que se esta produciendo una mayor fijacion del CO, y con ello obteniéndose
una mayor cantidad de esqueletos carbonados con una menor cantidad de nitrégeno foliar, lo
que quiere decir que tanto las plantas transformadas como sus controles estan utilizando de
una forma mas eficiente el nitrégeno presente en la hoja.
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Figura 4.9: Efecto de la limitacién en el aporte de N sobre el contenido en C, N y la ratio C/N en
plantas WT (A, Cy E) y PROK3 (B, D y F). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
entre los tratamientos de un mismo genotipo. Los asteriscos indican la presencia de diferencias
significativas (p < 0.05) entre mismos tratamientos entre diferentes genotipos. Los valores son medias
(£ el error estandar) de cuatro determinaciones independientes.

4.2.7 Expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo del carbono y
nitrogeno.

Después de verificar que los oligos generados amplificaban los genes a evaluacién mediante la
PCR de comprobacidn, se evalué mediante RT-qPCR la expresion relativa de los genes PEPC1 y
SnRK1, dos genes implicados en el metabolismo del carbono. La enzima PEPC1 se encarga de
catalizar la carboxilacién del fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato y fosfato inorgénico.
En el caso de las plantas C3 se encarga de mantener los niveles éptimos de precursores del
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), que se emplearan en la biosintesis de aminoacidos
(Marsh et al., 2003). No se han observado diferencias en la expresién del gen PEPC1 (Figura
4.10A), indicando que ambos genotipos disponen de PEPC1 suficiente para la sintesis de
esqueletos carbonados empleados para la biosintesis de aminoacidos en las hojas.
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La SnRK1 es una kinasa clave en el metabolismo central del carbono y del nitrégeno, que actla
como sefalizador de los niveles de azucar en la célula y que se activa en respuesta a bajos
niveles de glucosa. En estudios previos realizados por Nunes et al., (2013) se ha visto que esta
inhibida por los metabolitos derivados del metabolismo del carbono, como la trehalosa 6-
fosfato, glucosa 1-fosfato, glucosa 6-fosfato, fructosa 6-fosfato, ribulosa 5-fosfato y ribosa 5-
fosfato. Ademas de que se inhiba por estos metabolitos, existen diferencias en el grado de
inhibicién de cada metabolito dependiendo en el tejido en el que nos encontremos, en el caso
de hojas maduras, los metabolitos que presentan una mayor inhibicidn son la ribosa 5-fosfato
y la ribulosa 5-fosfato. En este trabajo, la SnRK1 esta expresada por igual en ambos genotipos
(Figura 4.10B). Sin embargo, el mayor contenido en azucares solubles sugeriria una menor
actividad SnRK1 en las plantas PROK3. Estos resultados indican, no obstante, que las
diferencias en el metabolismo entre los genotipos estudiados no estan relacionadas con
variaciones en la expresién dela quinasa SnRK1.
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Figura 4.10: Anilisis de la expresion relativa mediante qPCR de los genes PEPC1 (A) y SnRK1 (B) entre
ambos genotipos, WT y PROK3. Los valores de expresidn relativa se muestran con * el error estandar.

4.3- DISCUSION GENERAL.

Como macronutrientes, el carbono y el nitrogeno tienen papeles fundamentales en el
crecimiento de las plantas. Ademas, estos nutrientes funcionan como sefializadores que
afectan a numerosos procesos celulares a través de la regulacién de la expresidn de genes. Se
ha sugerido que sobre la mitad del genoma de Arabidopsis thaliana esta regulado por C, N o la
interaccion C/N (Gutiérrez et al., 2007; Zheng 2009). Se requiere una ratio C/N dptima para el
correcto funcionamiento del crecimiento y desarrollo de la planta, a través de procesos como
el desarrollo de la semilla o de la raiz, tiempo de floracidn, senescencia, fotosintesis y
regulacion de la asimilacion de Cy N (Kant et al., 2012).

Se puede observar una clara relacién de la tasa fotosintética con la biomasa de las plantas
cultivadas, asi, las plantas que mas biomasa tienen son las que a su vez, tienen mayor tasa
fotosintética. Un buen funcionamiento de la reaccién de fotosintesis también se debe a un
buen estado del PSIl y la capacidad de fijacién del CO, que es una reaccidn en la que interviene
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la enzima Rubisco. En relacién a esto, se ve que el contenido en clorofilas tomado en la dltima
fecha concuerda con los resultados proporcionados del contenido en nitrégeno, ya que como
se ve en ambas figuras, el contenido en este elemento es un poco mas abundante en las
plantas PROK3 y va disminuyendo con la bajada del aporte de nitrégeno. Ademas, cabe
destacar que la bajada en el nitrogeno foliar que se observé en el SPAD, coincide con los
primeros estadios del desarrollo de los frutos de las plantas, por lo que esto indica que los
tomates requieren una gran cantidad de nitrégeno para poder madurar, nitrogeno que toman
de las hojas. El mayor tamafio y la mayor produccién de los frutos de las plantas transgénicas
nos esta indicando que efectivamente, las plantas sobreexpresoras del gen AtDof21 utilizan el
nitrégeno y el carbono de una forma mas eficiente, ya que a menores niveles de dicho
elemento, consiguen mayores cantidades de frutos. Ademas de todo lo mencionado
anteriormente, el mayor contenido en azlcares solubles en las hojas de plantas transgénicas
puede indicar que los frutos derivados de estos cultivos sean de una mayor calidad nutricional
y que contengan, ademas de los azucares solubles mencionados, mayor cantidad de acidos
organicos, que son los responsables de la calidad del tomate.

En cuanto a la expresién de los genes ensayados, hay que tener en cuenta que los estreses a
los que las plantas estdan sometidas tienen un gran impacto en la expresidn génica (Krasensky y
Jonak, 2012) y la deficiencia en nitrogeno no lo es menos. Segun los resultados obtenidos,
aungue no se hayan visto diferencias significativas importantes en los genes ensayados si que
se puede decir que el factor de transcripcidon Dof21 es importante en la modulaciéon de ambos
metabolismos (carbono y nitréogeno), por lo que debe estar actuando en otros genes, ya que
las diferencias entre las plantas WT y PROK3 permiten decir que efectivamente, el factor de
transcripcién provoca un crecimiento de las plantas en condiciones deficientes en nitrégeno.

El uso de factores de transcripcién supone una herramienta muy potente en la mejora de la
produccidon a través de sus multiples efectos sobre el metabolismo de las plantas. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran la utilidad de los factores de tipo Dof en
ingenieria metabdlica, permitiendo la mejora de la produccién de tomate incluso en
condiciones de limitacién en el aporte de nitrégeno.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que se extraen de este trabajo se exponen a continuacién:

e La sobreexpresion del gen Dof21 de Arabidopsis thaliana en plantas de tomate
Moneymaker provoca un aumento en la tasa fotosintética de las plantas, que se refleja
en una mayor contenido foliar de carbohidratos metabolizables y una mayor
produccién de biomasa y de fruto.

e Las plantas transgénicas muestran niveles ligeramente aumentados de proteina
soluble total, aunque el contenido total de N no difiere de las plantas no
transformadas. Sin embargo, la ratio C/N es superior en estas plantas debido al mayor
contenido en C.

e La sobreexpresion del gen Dof21 no altera, de forma significativa, la actividad nitrato
reductasa, ni la expresion de genes relacionados con la regulacién del metabolismo de
Cy N, como la PEPC o la ShRK1.

e Las plantas transgénicas han mostrado una mayor eficiencia en el uso del nitrégeno, ya
gue mantienen la relacién C/N en condiciones de limitacion de aporte de nitrégeno. En
estas condiciones, aunque disminuye la fotosintesis, mantienen el contenido en
carbohidratos y en proteina soluble total.

e La sobreexpresion del gen Dof21 ha permitido mantener la producciéon de biomasa y
de fruto en condiciones de deficiencia de nitrégeno. La produccion de fruto en estas
condiciones limitantes es superior al de las plantas no transformadas en condiciones
de aporte completo de nitrégeno.

e La sobreexpresién del gene Dof21 es una buena estrategia para obtener cultivos

crecidos con menor cantidad de fertilizantes nitrogenados, con lo que se contribuye a
realizar una agricultura sostenible y respetuosa con el medio ambiente.
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Anexo |: Calendario del invernadero

CALENDARIO DEL INVERNADERO

En este anexo, se puede seguir dia a dia el transcurso de las plantas implicadas en el
presente trabajo final de grado, desde la germinacidn de las semillas hasta el muestreo
final que daba por concluido el experimento con las plantas de tomate.

Enero de 2014

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
1 2 3
6 7 8 9 10
13 14 15 16 Preparacion 17

soluciones de Stock.
Preparacion
tratamientos

20 Traspaso de las 21 22 23 Regar alveolos 24
semillas germinadas a
los alveolos.

Regar alveolos
27 Regar alveolos 28 29 30 Regar alveolos 31

Febrero de 2014

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
3 Regar alveolos 4 5 6 7 Regar alveolos
10 11 Regar alveolos 12 13 14 Regar alveolos
17 18 Transpaso de las 19 20 Regado de plantas (21

plantas a las macetas.
Llevar ainvernadero

24 25 26 27 28 Regado de plantas
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Anexo |: Calendario del invernadero

Marzo de 2014

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
3 4 5 6 7 Regado de plantas
10 11 Tratamiento 12 13 Entutorado de 14 Regado de plantas.
contra Mosca Blancay plantas
Tutta
17 Regado de plantas |18 19 20 21 Regado de plantas.
(muy poco Tratamiento Mosca
tratamiento) Blanca
24 25 Regado de plantas |26 27 28 Regado de plantas
. Tratar Tutta.
Preparacion
tratamientos
Abril de 2014
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
1 2 Regado de plantas (3 4 Regado de plantas
7 8 Preparar MgSO, 9 Regado de plantas |10 11 Regado de plantas.
14 15 Regado de plantas |16 17 18
21 22 23 Regado de plantas (24 25
28 29 30 Preparacion de

tratamientos.
Regado de plantas.
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Anexo |: Calendario del invernadero

Mayo de 2014

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
1 2 Regado de plantas.
5 6 Regado de plantas |7 8 9 Regado de plantas
12 13 Regado de plantas |14 15 Preparacion de 16 Regado de plantas.
tratamientos
19 Regado de plantas (20 21 MUESTREO 22 23
FINAL.
26 27 28 29 30
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS

- ANOVA MULTIFACTORIAL FLUORESCENCIA DE LAS CLOROFILAS DEL PSII

Analisis de Varianza para Fluorescencia luz - Suma de Cuadrados Tipo 1T

Fuenie Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. fecha 0663233 3 0132651 100,79 (0000
B:Cod. genotipo 00157338 1 00157338 1196 0,0006
C:Tratamisnto 000103656 2 0000518282 0,39 06747
INTERACCIONES
AB 0.00337833 ] (0 000673667 0.5 (7662
AC 00266775 10 000266773 2.0 (,02935
BC 000211904 2 (0, 00105007 0.81 04476
RESIDUOS 0523788 308 |0.00131603
TOTAL (CORREGIDO) 123687 423
Todas las razones-F =e basan en el cuadrado medio del error rezidual
- ANOVA MULTIFACTORIAL CONTENIDO EN CLOROFILAS (SPAD)
Anailisis de Varianza para SPAD - Suma de Cuadrados Tipo I
Fuenie Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Falor-F
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. facha 356306 3 713,012 4378 0,0000
B:Cod. genotipo 137024 1 137024 8414 0,0000
C:Tratamisnto 130332 2 731,76 46,16 0,0000
INTERACCIONES
AR 306,532 3 783103 a7 0,0002
AC 383,039 10 383039 236 0,008
EC 330527 2 179,763 11.04 0,0000
RESIDUOS 728573 448 162851
TOTAL (CORREGIDO) 148343 473

Todas las razones-F =2 bazan en 2l cuadrado medio dsl error residual

- PARAMETROS FOTOSINTETICOS

o ANOVA MULTIFACTORIAL CONCENTRACION SUBESTOMATICA (g.)

Anailisis de Varianza para Concentracidn subestomatica - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio |Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cod. fecha 4003,16 1 400316 17.13 0,0001

B:Cad. genotipo 113166 1 1131 66 484 0,0301

C:Tratamisnto 27,7131 2 13,8566 0.06 0.9425

INTERACCIONES

AR 302522 1 392322 0.02 08971

AC 1288 66 2 644 332 2,76 00683

EC 122,733 2 61,3763 026 0,7696
RESIDUOS 233720 100 |233,72

TOTAL (CORREGIDO) 203826 100

Todas las razones-F =2 baszan en el cuadrade medio del error rezidual
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

o ANOVA MULTIFACTORIAL CONDUCTIVIDAD (C)

Analisis de Varianza para Cond - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuenie Suma de Cuadrados | Gl Cundrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. fecha 0.837034 1 0.837034 4051 (,0000
B:Cad. genotipo 0,009035179 1 0.009035179 054 0. 4660
C:Tratamisnto 0127412 2 (.0637038 3N (.0264
INTERACCIOMES
AR (0,0124303 1 0,0124305 074 (.3932
AC (0,0532403 2 00276202 1.63 0.2004
BC (,0581701 2 00290851 1,72 (.1842
RESIDUQS 160050 100 [0.0169050
TOTAL (CORREGIDO) 2,79628 100
Todaz laz razones-F =e bazan en el cuadrado medio del error rezidual
o ANOVA MULTIFACTORIAL FOTOSINTESIS NETA (An)
Analisis de Varianza para Fotosintesis - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Cuadrados | GI Cuadrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
ACad. fecha 139,893 1 139,893 14380 0,0000
B:Cod. genotipo 584431 1 384431 32,56 0, 0000
C:Tratamisnto 433515 2 21,6738 10,49 00,0000
INTERACCIONES
AR 413379 1 413379 3,n2 0.0567
AC 30,3433 2 15,1718 13.64 0,0000
BC 196625 2 (0.984623 089 04157
RESIDUOS 111,194 100 (111194
TOTAL (CORREGIDO) 303,87 100
Todas las razones-F =e bazan en el cuadrado medio del error rezidual
o ANOVA MULTIFACTORIAL TRANSPIRACION (T)
Analisis de Varianza para Trmol - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuenie Suma de Cuadrados |G/ Cundrado Medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. fecha 111235 1 111235 60,48 (,0000
B:Cod. genotipo 443471 1 443471 241 01237
C:Tratamisnto 19,1243 2 8 56463 520 0,0071
INTERACCIONES
AR 454528 1 454528 247 01191
AC 381359 2 190670 1.04 .3584
BC 4.66013 2 233006 127 0.2862
RESIDUOS 183,844 100 [1,83944
TOTAL (CORREGIDO) 330,876 109

Todas las razones-F =2 bazan en 2l cuadrado medio dal error residual
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

o ANOVA MULTIFACCTORIAL PERDIDA DE AGUA (WUE)

Analisis de Varianza para wue (AnE) - Suma de Cuadrados Tipo 1T

Fuenie Suma de Cuadrados |G Cuadrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. fecha 0350169 1 0350169 2,08 01526
B:Cod. genotipo 0928319 1 0928319 351 0,020
C:Tratamisnto 0,0613081 2 0,0306541 0,18 08340
INTERACCIOMES
AR 0,0330936 1 0,0530936 032 05759
AC 08135493 2 0. 406006 241 00946
BC 00962431 2 00481216 029 07322
RESIDUOS 16,8537 100 (0.168537
TOTAL (CORREGIDO) 19 1833 100
Todaz las razonesz-F =& bazan en el cuadrado medio del error residual
- BIOMASA
o ANOVA MULTIFACTORIAL PESO SECO TALLO
Analisis de Varianza para Ps Tallo - Suma de Cuadrados Tipo I
Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cod. genotipo 318,163 1 318,163 33,79 0,0000
B:Tratamisnto 349 327 2 174,663 12.06 0,0000
INTERACCIONES
AB 435 8303 2229153 1.58 02124
RESIDUOS 1056,98 13 14470
TOTAL (CORREGIDO) 1959 17 78
o ANOVA MULTIFACTORIAL PESO SECO HOJAS
Analisis de Varianza para Ps Hojas - Suma de Cuadrados Tipo 1T
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cusdrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A Tratamiento 2149 59 2 10748 43,63 0,0000
B:Cad. genotipo 14,7222 1 14,7222 0,63 04317
INTERACCIONES
AR 24 817 2 12 4085 0,53 03927
RESIDUQOS 1719 33 73 [235524
TOTAL (CORREGIDO) 390384 78
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

o ANOVA MULTIFACTORIAL PESO SECO VASTAGO

Analisis de Varianza para P's Vastago - Suma de Cuadrados Tipo IIT

Fuente Suma de Cundrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamiento 422069 2 211034 3727 (0000
BE:Cod. genotipe 10757 1 107,57 12,50 0,0007
INTERACCIONES
AR 138,081 2 60,0404 1,22 03014
RESIDUQS 413366 73 |56,6254
TOTAL (CORREGIDO) 8133.71 78

Todaz laz razones-F =& bazan en &l cuadrado medio del error residual

o ANOVA MULTIFACTORIAL PESO SECO RAIz

Analisis de Varianza para Ps Raiz - Suma de Cuadrados Tipo IIT
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cusdrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamiento 434233 2 217118 021 0.8083
BE:Cad. genotipe 14,04 1 14.04 1,38 02446
INTERACCIONES
AR 102,064 2 31,032 3,00 (,0042
RESIDUQS 744 836 73 |10.2032
TOTAL (CORREGIDO) 266,883 78

Todaz laz razones-F =& bazan en &l cuadrado medio del error residual

o ANOVA MULTIFACTORIAL NUMERO DE HOJAS

Analisis de Varianza para N° hojas - Suma de Cuadrados Tipo IIT
Fuente Suma de Cundrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A Tratamisnto 233252 2 116,626 3,62 0,0518
E:Cod. genotipe 238978 1 2.38978 0.07 0, 7862
INTERACCIONES
AR 34 8383 2 17 4292 0,54 (5848
RESIDUQS 233389 73 [322431
TOTAL (CORREGIDO) 262395 78

Todas las razones-F =2 bazan en el cuadrado medio del error residual
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o ANOVA MULTIFACTORIAL SUPERFICIE FOLIAR

Analisis de Varianza para Superficie foliar total - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A Tratamiento 2,6884E8 2 1.3442E8 18,70 (0000
B:Cod. genotipo 2,85808E6 1 |2.85808E6 0,40 (0.5303
INTERACCIONES
AR 3. 26200E6 2 1.63149E6 023 07976
RESIDUQS 4 81611E8 67 |7.18823E6
TOTAL (CORREGIDO) 7.75179E8 72
Todas las razones-F =e bazan en el cuadrado medio del error residual
- BIOMASA DEL FRUTO
o ANOVA MULTIFACTORIAL PRODUCCION
Anailisis de Varianza para Produccion (g/planta) - Suma de Cuadrados Tipo I
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamisto 101302, 2 306308 3.4 0,0449
B:Genotipo 4435000, 1 (4435000, 2850 0,0000
INTERACCIONES
AR 2085773 2 147883 093 03927
RESIDUOS 1,10863E6 71 [15614.7
TOTAL (CORREGIDO) 1.68813E6 16
Todas las razones-F =e bazan en el cuadrado medio del error residual
o ANOVA MULTIFACTORIAL TAMANO DEL FRUTO
Analisis de Varianza para Tamaiio del Fruto - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fueniz Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | lazon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIFALES
A-Genotipo 2707 46 1 (2707 46 2104 0,0000
E:Tratamisnto 425 444 2 212722 L.72 01838
INTERACCIONES
AR 36,512 2 28256 (23 0,7960
RESIDUOS 876263 71 [123.418
TOTAL (CORREGIDO) 119507 16

Todas las razones-F =2 bazan en 2l cuadrado medio del error residual
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

o ANOVA MULTIFACTORIAL NUMERO DE FRUTOS

Analisis de Varianza para N° frutos por planta - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamisnto 230,676 2 125,338 321 0.0076
BE:Genotipo 37,0004 1 37,0004 237 01279
INTERACCIOMES

AR 470434 2235217 0,98 03807
RESIDUOS 175435 73 (24,0349

TOTAL (CORREGIDO) 2103 .52 78

Todas las razones-F =2 bazan =n 2l cuadrado medio dzl error residual

- ANOVA MULTIFACTORIAL AZUCARES SOLUBLES

Analisis de Varianza para ug as/mg peso seco - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrades |G | Cuadrado Medio | Razén-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A-Genotipo 303300 1 303300 17.04 0,0014

B:Tratamisnto 100 743 2 548713 024 0,7930

INTERACCIONES

AR 516,156 2 |238.078 111 03604

RESIDUIOS 278359 12 |231,9%

TOTAL (CORREGIDO) 736287 17

- ANOVA MULTIFACTORIAL ALMIDON

Analisis de Varianza para ug alm/mg peso seco - Suma de Cuadrados Tipo 1T

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A :Tratamisnto 368998 2 184409 16030 (0000
B:Genotipo 207318 1 207318 180,12 0, 0000
INTERACCIONES

AR 110320 2 3516.02 4792 0.0001
RESIDUOS 303,683 7 115,093

TOTAL (CORREGIDO) 63730 6 12
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- ANOVA MULTIFACTORIAL PROTEINAS SOLUBLES TOTALES

Analisis de Varianza para ug proteina/g peso fresco - Suma de Cuadrados Tipo IT

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A-Genotipo 1 46984E8 1 1 46984E8 1814 0.0001
BE:Tratamisnto 4 A0666E7 2 2. 24833E7 2,77 00744
INTERACCIONES
AB 7,58336E6 2 3,79163E6 047 0.6297
RESIDUOS 3,24178E8 40 | 8,10443E6
TOTAL (CORREGIDO) 3.00037ES 43

- ANOVA MULTIFACTORIAL ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA NITRATO

REDUCTASA

Analisis de Varianza para umolNO2/gh - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuenie Suma de Cundrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A-Codigo genotipo (.317268 1 0317268 1.54 (2297
B:Tratamisnto 0. 110886 2 0,0554431 027 0.7674
INTERACCIONES
AR 0101202 2 0,050600 024 0,7831
RESIDUOS 413341 200 | 0.20667
TOTAL (CORREGIDO) 4.70363 25
Todaz laz razones-F ze bazan en el cuadrado medio dal error residual
- ANOVA MULTIFACTORIAL CONTENIDO EN CARBONO
Analisis de Varianza para Carbono - Suma de Cuadrados Tipo I
Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-F
EFECTOS PRINCIPALES
AGenotipo 435067, 1 435067, 0482 3500
B:Tratamisnto 266643, 2 433322, 092 1735
INTERACCIONES
AR 262821, 2 431411, 0482 04190
RESIDUOS 2. 0060E6 17 (470004,
TOTAL (CORREGIDO) 1.02213E7 22

Todas las razones-F =2 basan en el cuadrado medio del error residual
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Anexo II: Analisis estadistico de los pardmetros estudiados

- ANOVA MULTIFACTORIAL CONTENIDO EN NITROGENO

Analisis de Varianza para Nitrogeno - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuenie Suma de Cundrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamisnto 336026 2 268013 10,17 (,0012
B:Genotipo 0322127 1 0322127 122 02842
INTERACCIONMNES
AR 0127336 2 0.0637782 024 07877
RESIDUOS 447804 17 | 0263467
TOTAL (CORREGIDO) 10,5720 22
.Tu-das laz razones-F =2 bazan en el cuadrade medic del error residual
- ANOVA MULTIFACTORIAL RATIO C/N
Analisis de Varianza para C/NV - Suma de Cuadrados Tipo I
Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cusdrado Medio | Razén-F | Palor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A Tratamisnto 118,763 2 36,3824 10,90 0,000
B:GEnotipo 273904 1 2,73904 0,50 04879
INTERACCIONES
AR 104600 2 0523047 0,10 0.808%
RESIDUOS 02 5043 17 |5,44673
TOTAL (CORREGIDO) 216,305 22

Todas las razones-F =2 basan en el cuadrade medio del error rezidual

- EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON EL METABOLISMO DE CARBONO Y

NITROGENO.
o PEPC1
Tahla ANOVA para PEPCI por Genotipo
Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos | 0,024025 ] 0,024025 1,33 0,3687
Intra grupos 0,036235 2 0018125
Total (Cotr) | 0,060275 3
o SnRK1
Tabla ANOVA para SaRK] por Genotipo
Fugnte Suma de Cuadrados |Gl | Cusdrado Medio | Razdn-F Valor-F
Entre grupos | 0,133225 1 0133225 63 0,5108
Intra grupos 042345 2 0 211725
Total (Corr.) |0,556675 3
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