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RESUMEN

Las plantas terrestres conquistaron la superficie terrestre de nuestro planeta hace unos 500
millones de afios. La evolucion de las vias de sefializacion hormonal fue uno de los
acontecimientos mas importantes que permitieron la colonizacién y la radiacion de
complejas estructuras vegetales sobre la superficie de nuestro planeta. Entre ellas, la via de
sefializacion de giberelinas (GAs) desempefia un papel importante en el control del
crecimiento de las plantas en una plenitud de condiciones ambientales. Sorprendentemente,
la percepcion de GAs esté ausente en el linaje de las briofitas y esto se debe a la falta del
receptor de la hormona GID1 y a la capacidad de dicho receptor para interactuar con las
proteinas DELLA de las bridfitas.

Uno de los objetivos de este trabajo es reconstruir la via de sefializacion de GAs, tal y como
se conoce en traqueofitas, en la briéfita Marchantia polymorpha. Para ello, se ha creado su
version sintética de M. polymorpha que codifica el receptor GID1a de Arabidopsis thaliana
y una proteina DELLA capaz de interaccionar con GID1 en presencia de GAs. De hecho,
cuando esta planta es suplementada con la hormona, su crecimiento es inducido, de forma
similar a lo que ocurre en las traquedfitas, es decir, la expresién de GID1 y una DELLA

quimerica son suficientes para promover la sensibilidad a GAs en la briéfita M. polymorpha.

Ademas, los resultados mostrados en este trabajo sugieren que la F-box GID2, que promueve
la degradacion de DELLA en traqueofitas de forma dependiente a GAs, esta conservada en
bridfitas para regular la represion del crecimiento mediada por DELLA independientemente
de GAs. Asi, las plantas terrestres han desarrollado diferentes mecanismos para regular la
actividad de DELLA a través de GID2 en bridfitas y traqueofitas. La diversificacion de los
mecanismos reguladores de las proteinas DELLA podran ser una de las causas que
contribuyeron a la radiacién morfologica y de la capacidad de las plantas terrestres para

adaptarse a diferentes nichos ecologicos.

Palabras clave: bridfitas; traquedfitas; Marchantia polymorpha; giberelinas



ABSTRACT

Land plants conquered the terrestrial surface of our planet around 500 million years ago. The
evolution of hormone signalling pathways was one of the most important events that allowed
the colonisation and radiation of complex plant structures on the surface of our planet.
Among them, the gibberellin (GAs) signalling pathway plays an important role in controlling
plant growth under a plenitude of environmental conditions. Surprisingly, the perception of
GAs is absent in the bryophyte lineage, and this is due to the lack of the GID1 hormone
receptor and the ability of this receptor to interact with the DELLA proteins of bryophytes.

One of the aims of this work is to reconstruct the GAs signalling pathway, as known in
tracheophytes, in the bryophyte Marchantia polymorpha. To this end, | have created a
synthetic version of M. polymorpha that encodes the GID1a receptor of Arabidopsis thaliana
and a DELLA protein capable of interacting with GID1 in the presence of GAs. In fact, when
this plant is supplemented with the hormone, its growth is induced, similar to what occurs in
tracheophytes, i.e., the expression of GID1 and a chimeric DELLA are sufficient to promote
sensitivity to GAs in the bryophyte M. polymorpha.

Furthermore, the results shown in this work suggest that the F-box GID2, which promotes
DELLA degradation in tracheophytes depending on GAs, is conserved in bryophytes to
regulate DELLA-mediated growth repression independently of GAs. Thus, land plants have
evolved different mechanisms to regulate DELLA activity through GID2 in bryophytes and
tracheophytes. The diversification of the regulatory mechanisms of DELLA proteins could
be one of the factors underlying the morphological radiation and the ability of land plants to

adapt to different ecological niches.

Key words: bryophytes; tracheophytes; Marchantia polymorpha; gibberellins
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1. INTRODUCCION

1.1.  Evolucion de las plantas terrestres

Los organismos fotosintéticos surgieron por primera vez hace més de 1500 millones de afios
(FUrst-Jansen et al., 2020). Su aparicién fue sin duda uno de los eventos méas importantes en la
evolucion de la vida en la tierra que supuso cambios en la concentracion de oxigeno atmosférico
(Delaux et al., 2015; Donoghue et al., 2021; Wodniok et al., 2011) y el albedo de los continentes
(Boyce & Lee, 2017; Donoghue et al., 2021). Estos sucesos permitieron dar forma a nuestro

planeta y construir el camino hacia los ecosistemas terrestres actuales.

Gran parte de la diversidad bioldgica presente en la Tierra se debe a la capacidad de las
cianobacterias para establecer relaciones simbidticas con diferentes huéspedes (Sanchez-
Baracaldo et al., 2017), por eso, la teoria mas comunmente aceptada sobre el origen de los
eucariotas fotosintéticos es que se dio a partir de la integracién endosimbidtica de una
cianobacteria de vida libre y un protista heterétrofo no fotosintético (Criscuolo & Gribaldo,
2011; de Vries & Gould, 2018; Delaux et al., 2015; First-Jansen et al., 2020; Yoon et al., 2004).
Los plastidos primarios son el resultado de esta asociacion mutualista y estan presenten en un
importante grupo de eucariotas compuesto por el filo Glaucophyta (algas que contienen
cianelas), Rhodophyta (algas rojas) y Chloroplastida (linaje verde que comprende a las algas
verdes y plantas terrestres), y juntos, forman el subgrupo taxonémico Archaeplastida
(Criscuolo & Gribaldo, 2011; First-Jansen et al., 2020; Leliaert et al., 2012; Strassert et al.,
2021). Los tres linajes arqueoplastidicos surgieron monofileticamente a partir de dicha
endosimbiosis primaria (Archibald, 2015; de Vries & Gould, 2018; Leliaert et al., 2012) y
comparten un antepasado comun que vivié hace 1900 millones de afios (Han et al., 2019;
Sanchez-Baracaldo et al., 2017). Asi mismo, tras la evolucion de los plastidos primarios, la
fotosintesis se extendid mediante endosimbiosis secundaria a otros linajes fotosintéticos,
especialmente aquellos con plastidos derivados de algas rojas, tales como haptofitos, criptofitos
y dinoflagelados (Sanchez-Baracaldo et al., 2017; Strassert et al., 2021; Yoon et al., 2004).

Estudios morfol6gicos y moleculares han identificado una importante division dentro del linaje
Chloroplastida, dando lugar a dos linajes monofiléticos con divergencia temprana:
Chlorophyta (clado compuesto por organismos cloréfitos) y Streptophyta (clado compuesto
algas estreptdfitas, también conocidas como carofitas) (Figura 1) (Becker & Marin, 2009; First-
Jansen et al., 2020). El primero de ellos, incluye la mayoria de lo que tradicionalmente se ha

denominado algas verdes entre las cuales destacan especies pertenecientes a los tres grupos




principales de este linaje: Ulvophyceae, Trebouxiophyceae y Chlorophyceae. Algunos
miembros de este clado son unicelulares (tales como Chlamydomonas) y otros multicelulares
(por ejemplo, Ulva o lechuga de mar) (de Vries & Gould, 2018), pero todos, contienen células

nadadoras con dos o cuatro flagelos (Lewis & McCourt, 2004).

Para realmente comprender el origen de las plantas terrestres (embriofitas), hay que recurrir al
linaje Streptophyta ya que es mucho mas amplio y contiene a las algas verdes carofitas a partir
de las cuales evolucionaron las plantas terrestres hace aproximadamente 470 millones de afios
(Leliaert et al., 2012; Steemans et al., 2009). Por este motivo, las embriofitas ancestrales
heredaron de las algas caro6fitas atributos de desarrollo, bioquimicos y bioldgicos que facilitaron
su adaptacion y colonizacion del habitat terrestre (Bowman et al., 2017).
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Figura 1: Escala temporal de la filogenia de los estreptofitos y representacion de las
principales innovaciones evolutivas de las plantas terrestres (Donoghue et al., 2021)

Los estreptofitos son un grupo parafilético que comprenden organismos predominantes de agua
dulce y terrestre, con unos pocos representantes que viven en ambientes salobres (Lewis &
McCourt, 2004). Este linaje se compone a su vez por cinco grupos taxondmicos distintos, entre
los cuales se destaca el grupo Zygnematophyceae por ser considerado los parientes de algas mas

cercanos a las plantas terrestres (Cheng et al., 2019; Delaux et al., 2015; Donoghue et al., 2021;




Wodniok et al., 2011) y que, por tanto, comparten con el grupo embryophyta el mismo ancestro
comun (Figura 1) (Bowman et al., 2017).

El hecho de que las primeras algas estreptofitas vivieran en entornos de agua dulce, se considera
un factor clave que hizo posible la transicion méas importante en la historia evolutiva del linaje
verde: la terrestralizacion o colonizacion de la tierra. Las algas que ocupaban habitats poco
profundos y de agua dulce desarrollaron la capacidad de asentarse en un ambiente terrestre.
Este cambio de entorno exigio un gran nimero de adaptaciones de forma escalonada a partir de
las cuales se produjo una conquista gradual de la tierra (Furst-Jansen et al., 2020). Desde
entonces, han evolucionado dos grandes grupos monofiléticos de plantas terrestres cuyas
relaciones han sido controvertidas durante mucho tiempo (Donoghue et al., 2021; Su et al.,
2021): Bryophyta (linaje de plantas no vasculares) y Traqueophyta (linaje de plantas
vasculares). Dentro del primer grupo se engloban a los musgos (Bryophyta), hepaticas
(Marchantiophyta) y antoceros (Anthocerotophyta). Todos, en conjunto, constituyen el segundo
grupo mas diverso de las plantas terrestres, dejando en primer lugar al grupo de las traqueofitas.
Este Gltimo linaje estd compuesto por licofitos (Lycopodiophyta), helechos (Monilophyta) y
plantas con semillas (Spermatophyta) donde se incluyen a las gimnospermas y angiospermas
(Figura 1).

La terrestralizacion mediada por el linaje verde fue abarcada por una enorme diversificacion de
morfologia y de desarrollo que les ayudo6 a hacer frente a determinados estimulos de estrés,
especialmente los generados por las altas condiciones de luz y temperatura. La transicion de
habitat acuéaticos a terrestre implicé un cambio de crecimiento bidimensional a un crecimiento
tridimensional organizado; el desarrollo de rizoides fue fundamental para su anclaje en la
superficie terrestre; la aparicion de cuticulas para el intercambio de gases o el desarrollo del
sistema activo del transporte vascular, son otros de los cambios evolutivos que confieren
plasticidad para que las plantas se habitden a un entorno cambiante. Todas estas variaciones
adaptativas vinieron acompariadas de una mayor diversidad de redes reguladoras, incluidas las
vias de integracion de sefiales ambientales que median una comunicacion celular endégena en
las plantas y el medio que les rodea (Bowman et al., 2019). Uno de los componentes intrinsecos

de estas redes de sefializacion son las fitohormonas.




1.2.  Las giberelinas como integradoras de informacion ambiental

Todos los seres vivos evolucionan para sobrevivir en entornos cambiantes donde la presencia
de depredadores o la falta de nutrientes son amenazas diarias con las que tienen que lidiar.
Ahora bien, a las plantas les ha resultado especialmente dificil superar condiciones hostiles ya
gue son organismos sésiles y, una vez se asientan en un lugar determinado, la Gnica opcion que
les queda es aclimatarse (Hernandez-Garcia et al., 2021). Para que esto ocurra, las sefiales
exogenas tienen que percibirse correctamente e integrarse con los programas endégenos de la
planta, de forma que ésta pueda responder con cambios fisiol6gicos, de crecimiento y
desarrollo. Para coordinar estos procesos, se requieren sistemas integradores adicionales a partir
de las cuales se puedan obtener respuestas de salida especificas. Las giberelinas (GAs) son
sefiales moleculares capaces de modular estas respuesta y el estudio de su ruta de sefializacion
es un buen ejemplo para comprender los mecanismos de integracion de sefiales ambientales
(Briones-Moreno et al., 2017) ya que poseen un metabolismo sensible a estimulos externos
(Hernandez-Garcia et al., 2021), tales como la luz. De hecho, hay estudios de demuestran que
la germinacion se ve inducida por las GAs bioactivas que se sintetizan a grandes niveles cuando
los fitocromos de las semillas perciben la luz (Yamauchi et al., 2007). Después de la
germinacién, en cambio, la relacién entre la luz y las GAs es justamente la contraria (Alabadi
& Bléazquez, 2008). Por otro lado, la temperatura es otro importante factor externo que modula
los niveles de esta hormona, estimulando, por ejemplo, el alargamiento del hipocotilo a altas
temperaturas (Stavang et al., 2009). Asi mismo, ante determinadas situaciones de estrés, las
plantas reducen su tasa de crecimiento debido a que disminuye el contenido de GAs vy, en su
lugar, se promueven mecanismos de defensa (Achard et al., 2008). Todo esto, en conjunto,
apunta a que la homeostasis de GAs estd regulada por diversos factores que actdan
simultaneamente para conseguir que se sintetice la cantidad éptima de esta hormonay con ello,
establecer una fina regulacion del desarrollo de embriofitas que podria ser la base de su enorme

radiacion morfoldgica y evolucion.

Las GAs comprenden un amplio grupo de acidos carboxilicos diterpenoides tetracicliclos cuyo
esqueleto basico esta constituido por 19 o 20 atomos de carbono. Se sabe con certeza que esta
hormona se sintetiza de forma ubicua en las plantas traquedfitas y sus funciones estan muy
extendidas a lo largo del ciclo vital de la planta. Ademas de promover el crecimiento a través
de la expansion y divisién celular, las GAs regulan procesos de desarrollo como la germinacion
de las semillas, la induccion florar, la maduracion del polen, el cuajado de los frutos, entre otros
( Daviere & Achard, 2013; Griffiths et al., 2006; Hedden & Thomas, 2012; Yoshida et al.,




2018). La mayor parte de estas funciones son comunes en angiospermas, monocotiledoneas y
gimnospermas. Pero, se ha visto que algunas pueden llegar a ser especificas en determinados
clados de plantas, tal como en helechos, donde se ha demostrado que las GAs controlan la

determinacion del sexo (Tanaka et al., 2014)

En plantas vasculares, se han identificado mas de 100 GAs, pero solo unas pocas, incluyendo
GA1, GAs3, GAs y GAy, tienen actividad bioldgica (Daviere & Achard, 2013; Harberd et al.,
2009; Yoshida et al., 2018). De hecho, GA; se considera la hormona bioactiva mas extendida
ya que se ha detectado con frecuencia en diversas especies vegetales. GA4 también existe en la
mayoria de las especies y se cree que es la principal GA bioactiva en Arabidopsis thaliana y
algunos miembros de Cucurbitaceae (Yamaguchi, 2008). Muchas otras son precursores de las

formas bioactivas de la hormona o son metabolitos desactivados (Daviere & Achard, 2013).

El mecanismo por el que las GAs ejercen la modulacion de crecimiento y desarrollo de las
plantas es a través de la regulacion transcripcional, que se apoya en una ruta de sefializacion
relativamente simple. Los componentes centrales de esta ruta son las proteinas DELLA. Son
proteinas nucleares solubles que actiian como reguladores negativos de la sefializacion de GAs
de forma que el modo en que estas hormonas promueven el crecimiento es a través de la
inactivacién de las DELLA, y por tanto desreprimiendo los genes regulados por GAs. Estas
proteinas no contienen en su estructura un dominio de union al DNA, por lo que su principal
modo de accidn es a través de la interaccion fisica con diversos factores de transcripcion (FTs)
capaces de unirse directamente a genes diana y modular su expresion (De Lucas et al., 2008;
Feng et al., 2008)

Las proteinas DELLA forman parte de la familia genética GRAS, compuesta por FTs presentes
exclusivamente en plantas (Dill et al., 2004). Todas las DELLA presentan un dominio C-
terminal muy conservado entre proteinas reguladoras, el dominio GRAS (Sun et al., 2010)
(Figura 2). A través de este dominio, las proteinas DELLA son capaces de interaccionar con
cientos de FTs u otros reguladores transcripcionales, ya sea reprimiendo o potenciando
positivamente su capacidad para activar la expresion de genes implicados en diferentes procesos
fisiolégicos de la planta. Esto hace que las DELLA jueguen un papel fundamental en la
coordinacion de multiples programas transcripcionales a lo largo de la evolucion. Esto, a su vez
sugiere que sean importantes ‘hubs’ en la red que regula el equilibrio entre el crecimiento y la
tolerancia al estrés en traqueofias (Briones-Moreno et al., 2017; Claeys et al., 2014).

Por otro lado, en el extremo N-terminal de estas proteinas se encuentra el dominio DELLA, que
confiere singularidad a esta subfamilia de proteinas para distinguirse del resto de la familia
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GRAS (Figura 2). Este dominio es crucial para la interaccion con el receptor de GAs inducida
por la hormona (Briones-Moreno et al., 2017). Su estructura es en su mayor parte desconocida,
probablemente debido a que posee un alto grado de desorden intrinseco (Sun et al., 2010). No
obstante, alberga una pequefia region estructurada con motivos especificos de respuesta a GAS:
motivo DELLA y TVHYNP (Figura 2)
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Figura 2: Representacion de la proteina DELLA. El dominio GRAS esta constituido por dos
repeticiones heptadas de leucina (LRHI y LRHII) y tres motivos conservados (VHIID, PFYRE
y SAW). El dominio DELLA esta formado por los motivos DELLA y TVHYNP. (Adaptada de
Daviére & Achard, 2013 y Grau-Enguix, 2017).

Los unicos receptores de GAs conocidos hasta ahora son la familia de proteinas solubles
GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1) ubicados en el nicleo y citoplasma. Este
receptor fue caracterizado inicialmente en arroz (Ueguchi-Tanaka et al., 2005) y consta de tres
ortégolos en Arabidopsis (GIDla-c) (Griffiths et al.,, 2006; Nakajima et al., 2006).
Estructuralmente se caracterizan por disponer un bolsillo central en el que pueden acomodarse
las GAs bioactivas. Cuando esto ocurre, se produce un cambio alostérico en el receptor que
posibilita el plegamiento de la parte N-terminal sobre la apertura del bolsillo (Figura 3). Este
cambio induce la interaccion de GID1 con el dominio DELLA de la proteina DELLA localizada
en el nacleo, formando asi el complejo GA-GID1-DELLA. A su vez, el complejo induce un
cambio conformacional en el dominio GRAS de la proteina DELLA que permitira que sea
marcada por poliubiquitinacion para su posterior degradacion por el proteosoma 26S (Griffiths
et al., 2006; Nakajima et al., 2006; Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Willige et al., 2007). Para que
este marcaje ocurra, es necesario el complejo E3 ubiquitin-ligasa de tipo SCF dependiente en

Arabidopsis de la proteina F-box SLEEPY1 (SLY1), cuyo ortélogo en arroz se denomina




GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2 (GID2) (Dill et al., 2004; Fu et al., 2004; Gomi et
al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3: Modelo de la ruta de sefializacion de GAs en Arabidopsis. En presencia de la
hormona, se produce la formacion secuencial del complejo GA-GID1-DELLA y la posterior

degradacion de la proteina DELLA.
1.3.  Evolucién de la via de sefializacion por giberelinas

El mecanismo de accion de las GAs ha sido ampliamente descrito en traquedfitas ya que su ruta
de biosintesis tal y como conoce en plantas vasculares, no estd completa en las briéfitas. Esto
supone que el origen de la via de sefalizacion sea vinculado normalmente a las plantas
vasculares, incluyendo licéfitos, helechos y plantas con semillas, donde se han encontrado los
componentes principales que intervienen en la ruta (GAs, GID1, SLY1/GID2 y DELLA)
(Herndndez-Garcia et al., 2019; Hernandez-Garcia, et al., 2021).

La presencia de GAs en briofitas es controvertida ya que se ha detectado la existencia de esta
hormona en linajes vegetales fuera de las plantas vasculares, pero derivan de vias no
identificadas que tienen funciones desconocida (Hayashi et al., 2010; Hedden & Thomas,
2012). Aungue algunos estudios proponen la presencia de homoélogos de GA200x y GA30x en
el musgo Sphagnum fallax y la hepatica Marchantia polymorpha, apoyando asi la evolucion de
GA oxidasas en briofitas (Cannell et al., 2020), éstos son ortélogos de la amplia familia de

oxidasas que incluye otras enzimas no implicadas en la sintesis de GAs. Ademas, no se han




detectado de manera fiable GAs bioactivas en briofitas, posiblemente porque no contienen la
via completa para la sintesis e inactivacion de las formas bioactivas de la hormona (Cannell et
al., 2020; Hernandez-Garcia et al., 2021) (Figura 4). En musgos, por ejemplo, no se dispone de
informes que acrediten la presencia de GAs bioactivas y su aplicacién de forma exdgena no
tiene ningun efecto sobre el crecimiento de la planta (Hayashi et al., 2010). Probablemente, la
evolucion de la via de sefializacion por GAs hasta llegar a la que se conoce actualmente en

angiospermas, tuvo lugar después de la divergencia de las briofitas (Sun, 2011).

Desde un punto de vista evolutivo, las proteinas DELLA son anteriores a la aparicion del
metabolismo y percepcion de GAs (Blazquez et al., 2020). La aparicion de la familia GRAS, a
la que pertenecen las proteinas DELLA, no se dio repentinamente en las embriofitas. Se cree
que se produjo una transferencia horizontal de las proteinas GRAS, desde las bacterias a las
plantas debido a su parecido con las metiltransferasas bacterianas (Zhang et al., 2012). Este
evento posiblemente involucré a un ancestro algal ya que se ha detectado la presencia de
proteinas GRAS en los parientes de algas méas cercanos a las plantas terrestres, pertenecientes
al grupo Zygnematophyceae (Engstrom, 2011). Ahora bien, se ha dilucidado el origen evolutivo
de las proteinas DELLA, demostrando que la familia de genes GRAS de las algas son
monofiléticas y evolucionaron de forma independiente a las plantas terrestres (Hernandez-
Garcia et al., 2019). Esto explica por qué las DELLA se han encontrado exclusivamente en los
linajes de embriofitas y no en las algas, lo que apunta a que su origen se dio en un ancestro

comun de todas las plantas terrestres (Hernandez-Garcia, et al., 2021).

El sistema de respuesta a GAs surge primero en las plantas vasculares. Por una parte, sélo se
han encontrado genes que codifiquen el receptor GID1 en los genomas de traquedfitas
(Blazquez et al., 2020; Hernandez-Garcia, et al., 2021). Por otra parte, se han encontrado
homologos de SLY/GID2 en los genomas de plantas no vasculares como M. polymorpha
(Bowman et al., 2017), aunque no se ha demostrado que interaccionen con las DELLA
correspondientes. Y, finalmente, se ha visto que solo las DELLA de traqueofitas son capaces
de interaccionar con el receptor GID1 de Arabidopsis, aungue los residuos necesarios para dicha
interaccidn estan presentes en muchas secuencias DELLA de bridfitas (Hernandez-Garcia et
al., 2019). Es probable que la falta de interaccion se deba a diferencias en estructura secundaria
o terciaria del dominio N-terminal de dichas DELLA. En otras palabras: el mddulo de
percepcion de GAs, es decir, GA-GIDL, solo ha demostrado ser funcional en plantas vasculares
(Hernandez-Garcia et al., 2021). Esto implica que briofitas como M. polymorpha no tengan

respuesta a GAs.
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Figura 4: Aparicion de los componentes de sefializacion de GAs a lo largo de la evolucion del
linaje verde. El sombreado en el recuadro indica la ausencia (blanco) y presencia (verde) de
un sistema de sefializacion hormonal funcional. Las copias mdultiples indican duplicaciones
asociadas a la aparicion de cada componente. Los distintos tonos de marron para los FTs
representan las multiples familias de FTs a las que se dirigen las DELLA (Adaptada de
Blazquez et al., 2020)

Aunque las plantas no vasculares carezcan del médulo de percepcidn de GAs, se ha propuesto
que la DELLA ancestral ya cumpliria una funcién como reguladora del balance entre la
respuesta al estrés y el crecimiento, ya que la alteracion de la actividad de MpDELLA en la
hepéatica M. polymorpha afecta a ambos procesos (Hernandez-Garcia et al., 2021). A raiz de
esto surge la pregunta de qué le ha aportado a la plasticidad vegetal (es decir, a la capacidad de
las plantas vasculares para adaptarse al entorno) contar con proteinas DELLA reguladas por
GAs. Para contestar a esta pregunta, el abordaje propuesto es reconstruir en la hepatica M.

polymorpha el médulo de percepcién de GAs.
1.4.  Enfoques bioldgicos para reconstruir vias moleculares en plantas

Comprender los mecanismos moleculares que subyacen a rasgos complejos de las plantas no
es una tarea facil. EI objetivo no es solo entender los programas endogenos de sus células
vegetales, sino también cdmo estos programas son capaces de modular una respuesta a partir

de sistemas integradores de sefiales ambientales. Asi pues, conocer las redes de sefializacion




hormonal implicados en esta respuesta es de vital importancia. Desde esta perspectiva, la
biologia sintética permite introducir sistemas sintéticos que respondan a esta hormona para

extraer nuevas predicciones bioldgicas sobre esta ruta en plantas no vasculares.

La biologia sintética es un campo emergente que permite redisefiar sistemas bioldgicos que ya
existen en la naturaleza combinando los conocimientos y técnicas de biologia molecular,
quimica, informatica e ingenieria (Chen et al., 2012). De esta manera, no se trata de una
disciplina que cuestiona como funciona un sistema bioldgico concreto, en una especie concreta,
sino que persigue entender los principios basicos de su arquitectura. Permite, en definitiva,

reconstruir un sistema desde cero y adaptarlo especificamente a una funcién determinada.

El comienzo de esta nueva disciplina tuvo lugar en los sistemas bacterianos y su aplicacion ha
ido avanzando hasta los organismos eucariotas, incluidas las plantas. De hecho, se puede decir
que la biologia sintética vegetal se ha visto enriquecida por la biologia sintética microbiana ya
que los conceptos de disefio desarrollados a nivel microbiano son ciertamente aplicables a las
plantas en lo que respecta a la expresion genética y la funcion celular basica. Asi mismo,
algunos sistemas microbianos se estan utilizando directamente en plantas para mejorar el disefio

y la construccidn de nuevas funciones vegetales (Liu & Stewart, 2015).

Se han descrito algunos proyectos pioneros en plantas donde se utiliza biologia sintética con
fines especificos, tales como, el redisefio de rutas metaboélicas para aumentar el rendimiento de
metabolitos secundarios, la transferencia de la ruta de fotosintesis Cs al arroz (Baltes & Voytas,
2015) o la introduccién de sistemas sintéticos de transduccion de sefiales que respondan a
estimulos ambientales son solo unos ejemplos (Lu et al., 2009). Una base comudn a estos
proyectos es la necesidad de disponer de partes genéticas estandarizadas (tales promotores,
terminadores y genes), técnicas que permitan controlar el codigo genético y herramientas para

modificar las secuencias de ADN de las células vegetales.
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2. OBJETIVOS

La capacidad de reproducir la actividad biologica de las GAs en una planta que no percibe la
hormona es un paso esencial para establecer que realmente se comprende la regulacion de
crecimiento y desarrollo que ejerce sobre éstas. A pesar de que se disponen mecanismos
ampliamente descritos de la funcion de GAs en angiospermas, sigue siendo un reto explorar su
funcién y sefializacion en plantas terrestres no vasculares ya que lo que se conoce hasta ahora
no permite establecer con seguridad una completa teoria sobre via de sefializacion de GAs. La
biologia sintética es un potente enfoque que puede ayudar a alcanzar una comprension mas
profunda sobre esto y, a su vez, podria aclarar el motivo por el cual algunas plantas han
desarrollado esta sefializacion hormonal y hasta qué punto es importante y ventajosa para ellas.

Partiendo del conocimiento que se tiene sobre las GAs en arroz, Arabidopsis, tomate, y algunos
cereales, parece razonable plantear la hipotesis de que las plantas vasculares presentan alto
grado de plasticidad y aclimatacion porque, en parte, cuentan con un mecanismo de percepcion
y sefializacion de GAs para la interpretacion e integracion de sefiales ambientales. Pero ¢qué
les pasaria a las especies de plantas no vasculares si les introducimos la capacidad de percibir
GAs y responder a ella? Para poner a prueba la hipétesis de partida y la pregunta que surge de
ella, se va a reconstruir la sefializacién GAs en una especie modelo de plantas no vasculares:
M. polymorpha. Es una hepatica que carece del receptor de GAs, pero si que conserva una
proteina DELLA cuya regulacion se desconoce. Ademas, cuenta con una proteina F-box
SLY/GID2 que hace cuestionarse el hecho de que pueda estar involucrada en la regulacién de

procesos mediados por MpDELLA.
Teniendo en cuenta esto, se abordaran de forma concreta los siguientes objetivos:

1. Construir de forma sintética una proteina DELLA QUIMERA capaz tanto de
interaccionar con el receptor GID1a de A. thaliana, como de mantener la interaccion con
FTs implicados en la biologia de M. polymorpha.

2. Reconstruir las primeras etapas de la percepcion y sefializacion de GAs en M.
polymorpha. Esto implica introducir en dicha especie AtGIDla y comparar su
comportamiento con el de individuos que no lo expresan.

3. Mutar la proteina F-box MpGID2 y sobreexpresar MpGID2 en M. polymorpha para
comprobar su relacion funcional con procesos regulados por MpDELLA.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

En este trabajo se utilizé la linea macho Takaragaike-1 (Tak-1) de M. polymorpha como
genotipo silvestre (Ishizaki et al., 2008). También se utilizé la linea MpDELLA-GR disponibles
previamente en el laboratorio (Hernandez-Garcia., 2021). Salvo que se indique lo contrario, la
propagaciéon de las plantas se hizo como se describié previamente (Ishizaki et al., 2016)
mediante el crecimiento de gemas en placas de cultivo con medio ¥2 Gamborg B5 (Gamborg et
al., 1968) suplementado con 0,5 g/L de MES, 1% de agar y 1% de sacarosa. Se cultivaron en
un fitotron a 22 °C en condiciones de luz blanca fluorescente continua (100 umol de fotones
m?s?).

3.2. Métodos de transformacion

3.2.1. Transformacién de Escherichia coli y condiciones de crecimiento

Se utilizaron células de E. coli electrocompetentes para la transformacion por electroporacion.
Se empled, por cada transformacién, 1 uL. de ADN plasmidico a una concentracion entre 200-
300 pg/pL. EI ADN se introdujo en una alicuota de 60 pL de células TOP10. Para la
electroporacion, las células se transfirieron a cubetas previamente enfriadas y se sometieron a
un pulso eléctrico de 1500 V aplicado por un Electro Cell Manipulator ™ ECM 399 (BTX).
Inmediatamente después, se les afiadid 200 uL de medio LB (extracto de levadura 0,5%,
triptona 1% y NaCl 1%) y se pusieron a recuperar a 37 °C en un agitador (300 r.p.m) durante
aproximadamente 1 h. Por Gltimo, fueron plaqueadas en medio LB sélido complementado con
los correspondientes antibioticos de seleccidén en funcién del plasmido introducido. Para la

seleccion de transformantes, se cultivaron durante 24h a 37 °C.

3.2.2. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens y condiciones de crecimiento

Se utilizaron células electrocompetentes de la cepa C58 de A. tumefaciens. El proceso de
transformacion es el mismo al descrito para E. coli, salvo que, en este caso, las células de la
cubeta se sometieron a un pulso eléctrico de 1440 V, y para su recuperacion, fueron necesarias
2 h de incubacién a 28 °C. Finalmente, fueron plaqueadas en medio LB sélido con rifampicina,
gentamicina y el antibidtico de seleccion correspondiente para la seleccion de transformantes.

Se cultivaron durante 48 h a 28 °C.
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3.2.3. Transformacién de Marchantia polymorpha y condiciones de crecimiento

La transformacion de M. polymorpha se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente (Kubota
etal., 2013). La linea masculina (Tak-1) y MpDELLA-GR se propagaron durante dos semanas
en condiciones de luz blanca fluorescente continua (100 umol de fotones m2 s?) a 22 °C.
Trascurridos los 14 dias de edad, se cortd la parte apical de los talos maduros (a unos 2-3 mm
de la punta), incluido el meristemo. A su vez, los talos se cortaron en cuatro trozos y se
cultivaron durante 3 dias y a 22°C en medio %2 Gamborg B5 que contenia 1% de sacarosa para
inducir la regeneracion del tejido y facilitar su transformacion mediada por A. tumefaciens. Se

utilizaron aproximadamente 100 plantulas regenerados por transformacion.

Para la creacion de todas las lineas de M. polymorpha que se describiran méas adelante, se
utilizaron células electrocompetentes de la cepa C58 de A. tumefaciens que fueron
transformadas con la construccién de interés que se desea expresar en la planta en funcion de

la linea transgénica que se quiere crear.

Los cultivos de A. tumefaciens se iniciaron a partir de una unica colonia y se cultivaron en 5
mL de medio LB suplementado con rifampicina (3uL/mL), gentamicina (1uL/mL) y el
antibidtico de seleccion adecuado en funcién del plasmido introducido en la cepa bacteriana
(LuL/mL). Se incubaron durante 2 dias a 28 °C y con agitacion. Del cultivo de células
bacterianas, se centrifugdé 1 mL durante 15 minutos a 2000 x g, se resuspendieron en 5 mL de
medio OM51C (10X OM51C stock, sacarosa 2%, L-glutamina 0,03%, casaminoacidos 0,1%) al
que adicionalmente se le afadi6 100 pM de 3,5-dimetoxi-4-hidroxyacetofenona

(acetosiringona) y se dej6 en incubacion a 28 °C y en agitacion aproximadamente 6 h.

Las plantulas regeneradas y 1 mL del cultivo bacteriano, preparado como se ha descrito
anteriormente, fueron co-cultivados durante 3 dias a 22 °C, bajo condiciones de luz blanca

continua y en agitacion (130 rpm) en 50 mL de medio OM51C con 100 uM de acetosiringona.

Las plantulas se lavaron 5 veces con agua esterilizada y después con agua esterilizada que
contenia 1 mg/mL de cefotaxima durante 30 minutos. Finalmente, se transfirieron a placas
selectivas que contenian 100 mg/L de cefotaximay 10 mg/L del correspondiente antibidtico de

seleccion.
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3.3.  Clonacion y construccion de plasmidos para la transformacién de M. polymorpha

Los vectores generados en este trabajo se realizaron a partir de reacciones de clonaje Gateway
™ BPy LR (Invitrogen). Todas las construcciones fueron comprobadas mediante digestion con

enzimas de restriccion.

Las reacciones BP se hicieron usando 100 ng de gen de interés y 150 ng de vector de entrada
pDONOR207, disponible previamente en el laboratorio. Las reacciones de recombinacion se
hicieron en un volumen total de 5 uL conteniendo 1 uL de BP-Clonase ™ (Invitrogen) y se
incubaron a 25°C durante toda la noche. La inactivacion de las reacciones se realizo
incubandolas con 1 pL de Proteasa K a 37 °C.

Para las reacciones LR se utilizaron 50-100 ng de vector de entrada pDONR207 o pDONR221
con el gen de interés, 150 ng de vector destino, 1 uL de enzima LR-Clonase 11 ™ (Invitrogen)
y tampon TE 1x (pH 8) hasta un volumen final de 5 uL. La mezcla se incub6 a 25 °C durante
toda la noche. La inactivacion de las reacciones se llevo a cabo de la misma forma que para las

reacciones BP.
3.3.1. Obtencidn de lineas de M. polymorpha sobreexpresoras de AtGIDa

El vector de entrada pDONR207-AtGID1a estaba disponible previamente en el laboratorio
(Hernandez-Garcia et al., 2019). El vector para la sobreexpresién de AtGIDla se creo
recombinando el clon de entrada pDONR207-AtGID1a con el vector destino pMpGWB308
mediante LR-Clonase Il ™ (Invitrogen). La construccion final EFlo::AtGID1a::citrina se

utiliz6 para transformar el genotipo silvestre (Tak-1) de M. polymorpha.

3.3.2. Obtencion de lineas de M. polymorpha sobreexpresoras DELLA QUIMERA

La proteina DELLA QUIMERA fue construida a partir de una reaccion en cadena de la
polimerasa de extension solapada (OE-PCR) donde se fusiond el dominio N-terminal de
AtRGA vy el dominio C-terminal de MpDELLA. El cebador reverse de AtRGA y forward de
MpDELLA, contienen una cola complementaria a la secuencia de MpDELLA y AtRGA,
respectivamente (Tabla S1). Los extremos attBl y attB2 se incorporaron a la DELLA
QUIMERA a partir de una PCR con cebadores especificos (Tabla S1) que poseian las secuencias
de las colas recombinantes para la reacciéon de clonacién Gateway ™ BP. De esta forma, se
pudo recombinar DELLA QUIMERA con el vector de entrada pDONR207 mediante BP-

Clonase ™ (Invitrogen).
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El plasmido de sobreexpresion se obtuvo recombinando el vector de entrada con el vector
destino pMpGW108 mediante LR-Clonase Il ™ (Invitrogen). Este vector final se utiliza6 para

transformar las lineas de genotipo silvestre Tak-1.

3.3.3. Obtencion de lineas de M. polymorpha doble sobreexpresoras de AtGID1a con
DELLA QUIMERA

El plasmido de sobreexpresion DELLA QUIMERA se obtuvo tal y como se ha descrito en el
apartado anterior. El vector final se transfirié a las lineas transgénicas de M. polymorpha
sobreexpresoras de AtGID1la para obtener lineas de doble sobreexpresion AtGIDla-DELLA
QUIMERA.

3.3.4. Obtencion de lineas de M. polymorpha sobreexpresoras de MpGID2

El gen GID2 de M. polymorpha, se sintetiz6 como gBLOCK (I1.D.T.) y se transfiri al vector
de entrada pPDONR207 mediante BP Clonase 11 ™ (Invitrogen). La construccion final se obtuvo
recombinando pDONR207-MpGID2 con el vector destino pMpGWB108 mediante LR-
Clonase 1l ™ (Invitrogen). La construccion final EFlo::MpGID2::citrina se utilizd para

transformar el genotipo silvestre (Tak-1) y el fondo MpDELLA-GR.

3.3.5. Obtencidn de construcciones para el ensayo de doble hibrido de levadura

Los vectores de entrada pDONR207-AtRGA y pDONR221-MpDELLA estaban disponibles
previamente en el laboratorio (Hernandez-Garcia et al.,, 2019). El vector de entrada
pDONR207-DELLA QUIMERA se obtuvo tal y como se ha descrito en el apartado 3.3.2. Estos
tres vectores se recombinaron con el vector destino pGADT7-GW utilizando LR-Clonase |1 ™
(Invitrogen) para fusionar las proteinas DELLA QUIMERA, AtRGA y MpDELLA con el
dominio de activacion del factor de transcripcion GAL4 (AD). Por otro lado, los vectores de
entrada pDONR207-AtGID1a, pDONR207-AtGID2 y pDONR207-MpGID2 recombinaron
con el vector destino pGBKT7-GW para fusionar las proteinas AtGID1a, AtGID2 y MpGID2
con el dominio de union al ADN de GAL4 (BD).

Los plasmidos de entrada pDONR207-DELLA QUIMERA y pDONR207-MpGID2, obtenidos
en este trabajo, se confirmaron mediante digestion con enzimas de restriccidn y secuenciacion
Sanger. El resto de los plasmidos de entrada y destino, disponibles previamente en el

laboratorio, se confirmaron mediante digestion con enzimas de restriccion.
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3.3.6. Obtencion de lineas de M. polymorpha mutadas en MpGID2

La edicion del gen MpGID2 se realiz6 mediante CRISPR/Cas9. Se disefié una secuencia de
RNA guia (syRNA) especificas para dicho gen (Tabla S2). Para ello se hizo uso de las
herramientas disponibles en el sitio web Benchling. EI ARN guia se disefié al inicio de la
secuencia codificante de MpGID2, concretamente, entre el aminoacido 13y 17.

3.4.  Ensayo de doble hibrido de levadura

Las construcciones genéticas utilizadas en este ensayo se crearon a partir del sistema de
clonacion Gateway ™ descrito anteriormente. Los vectores pGADT7 y pGBKT7 permiten la
fusién de las proteinas de interés al dominio de activacion (AD) y al dominio de unién (BD) de
la proteina GALA4, respectivamente. GAL4 es un factor de transcripcion que activa la expresion

del gen reportero HIS3, que codifica una enzima implicada en la biosintesis de histidina (H).

Los ensayos de interaccion de proteinas en levaduras se realizaron utilizando la cepa AH109 de
Saccharomyces cerevisiae. Las células de esta cepa deben prepararse frescas para mantener una
alta eficiencia de transformacion. Por ello, se incubé durante 2 dias y a 30 °C una colonia de
AH109 en medio nutritivo YPDA (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%, adenina
0,2%). La transformacion de las levaduras se realizd siguiendo el procedimiento de
cotransformacion mediado por polietilenglicol (PEG) y Acetato de litio (LiAc) (Lin & Lali,
2017). Las células transformadas fueron seleccionadas por su crecimiento en medio sintético
definido (SD) sin leucina (-L) triptéfano (-T) que son los marcadores de seleccién nutricional
para los vectores pGADT7 y pGBKT?7, respectivamente. Las interacciones de las proteinas se
determinaron mediante el requerimiento nutricional de histidina (H) de forma que se usaron
placas SD -L-T como control del crecimiento y placas SD-L-T-H suplementadas con 5 mM de
3-amino-1,2,4-triazol (3-AT, Sigma-Aldrich) para evaluar la interaccion proteica. A su vez,
para evaluar la interaccion dependiente de GAs, el medio se complemento (o no) con 100 uM
de GAa. El goteo de las levaduras sobre las placas se hizo a partir de diluciones seriadas en agua
Milli-Q estéril, partiendo de cultivos saturados como dilucion 1. Se tomaron fotografias de las

mismas diluciones 73 h después de la siembra.
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3.5.  Andlisis de expresion genética
3.5.1. Extraccién de ARN, sintesis de cDNAy RT-PCR

Para examinar los niveles de expresion de las lineas transgénicas sobreexpresoras de AtGID1a,
MpGID2 y doble sobreexpresora AtGIDla con DELLA QUIMERA se homogeneizaron en
nitrogeno liquido plantas de 14 dias de edad y se congelaron a -80°C hasta su uso.

El ARN se extrajo de los talos de cada linea utilizando el kit de extraccion de ARN NucleoSpin
™ RNA Plant Kit (Macherey-Nagel) segun las indicaciones del fabricante. El protocolo incluye
un paso de eliminacion de ADN genémico en columna mediante la DNasa proporcionada por
el fabricante. Las concentraciones y la calidad de las muestras de ARN fueron medidas en el
espectrofotometro NanoDrop ® ND-1000.

La sintesis de cDNA se efectu6 a partir de la retrotranscripcion del ARN total (usando la misma
cantidad de ARN para todas las muestras), utilizando el sistema NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit (NZYTech) segun las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de PCR semicuantitativa (RT-PCR) se realizaron con la NZYTaq Il 2 x Green
(NZYTech). El paso inicial de desnaturalizacion se hizo durante 3 min a 95 °C. A continuacion,
se realizaron ciclos de 35 veces con 30sa 94 °C,30sa56°Cy 15sa 72 °C. La extension final
se realiz6 durante 8 min a 72 °C. Los cebadores utilizados para cada linea transgénica se

enumeran en la tabla S1.
3.5.2. Extraccion de ADN, PCR, purificacion de ADN y secuenciacion.

Las plantas transgénicas de Marchantia sobreexpresoras de AtGlDl1a y mutadas para el gen
MpGID2 se comprobaron mediante amplificacion por PCR a partir de extractos crudos de
ADN. El programa utilizado es el mismo al descrito para RT-PCR. Los cebadores utilizados
se enumeran en la tabla S1. Se confirmaron las gemas derivadas de la primera generacion (G1)
y sus descendientes se utilizaron para el resto de los experimentos.

Para las lineas mutadas en MpGID2, se comprobd la edicion de su genoma mediante

amplificacion por PCR seguida de una secuenciacion Sanger.

3.6.  Analisis fenotipico

Para el andlisis fenotipico de todas las lineas transgénicas creadas, las condiciones de cultivo

fueron a 22 °C bajo una intensidad luminica de 200 umol ms durante 14 dias.
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Las lineas de M. polymorpha sobreexpresoras de MpGID2 y mutadas en MpGID2 se
fenotiparon en medio %2 Gamborg B5 con concentraciones crecientes de dexametasona (0 uM,
0,1 uM y 1 uM). Las lineas de genotipo silvestre (Tak-1) y en fondo MpDELLA-GR se

utilizaron como control y se fenotiparon a las mismas concentraciones de dexametasona.

Las lineas de M. polymorpha sobreexpresora de DELLA QUIMERA y doble sobreexpresora
AtGIDla-DELLA QUIMERA se fenotiparon en medio ¥2 Gamborg B5 con concentraciones
crecientes de GAs (0 uM, 10 uM y 100 uM). Las lineas de genotipo silvestre (Tak-1) y
sobreexpresoras de AtGIDla se utilizaron como control y se fenotiparon a las mismas

concentraciones de GAs.

El tamafio del talo de cada linea fenotipada se cuantificd midiendo el area superficial (cm?) de
maés de 10 plantas cultivadas a partir de gemas. Todas las mediciones fueron realizadas con
ImageJ (Schneider et al., 2012).

3.7. Andlisis estadistico

Las diferencias entre los rasgos fenotipicos de las diferentes lineas generadas se evaluaron
mediante comparaciones mudltiples two-way ANOVA seguidas del test de Tukey HSD
utilizando el software GraphPad Prism 5. Los gréaficos representan los valores de probabilidad

(p) mediante el nimero de asteriscos segun la significancia: p<0,08 (*) y p<0,05 (**)
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4. RESULTADOS

4.1.  Generacion de la proteina sintética DELLA QUIMERA

La funcion de las proteinas DELLA como elementos de sefializacion de GAs requiere la
presencia de motivos especificos en su dominio N-terminal para que interaccionen con la
proteina GID1 que se comporta como receptora de GAs. Estudios previos han demostrado que
las DELLA de musgos y hepaticas presentan algunas modificaciones en este dominio que
imposibilitan su respuesta a esta hormona (Hernandez-Garcia et al., 2019). Por tanto, para poder
engarzar posteriormente AtGID1 a la actividad DELLA, se decidié construir una version
quimérica de la proteina DELLA que contuviera el extremo N-terminal de una DELLA de A.
thaliana, y el C-terminal (0 GRAS) de la DELLA de M. polymorpha.

El genoma de Marchantia codifica un tnico gen MpDELLA (Hernandez-Garcia et al., 2021).
En cambio, en Arabidopsis existen cinco genes que codifican las proteinas DELLA (AtGAl,
AtRGA, AtRGL1, AtRGL2 y AtRGL3). A excepcion de la proteina RGL3, se ha demostrado
que todas ellas funcionan como reguladores negativos de la sefializacion por GAs (Dill et al.,
2004). Concretamente, se sabe que AtRGA se expresa en mayor medida que los otros genes en
los tejidos vegetativos (Tyler et al., 2004), y que la expresion de AtRGA en el dominio natural
de AtRGL2 permite a AtRGA sustituir de forma eficiente las funciones de AtRGL2 (Gallego-
Bartolomé et al., 2010). Ademas, las cinco DELLA de A. thaliana son capaces de interaccionar
de forma similar (aunque no con idéntica afinidad) con los tres receptores GID1 de esa especie
(Suzuki et al., 2009). Por todo ello, en el presente trabajo se decidid utilizar el extremo N-
terminal de una DELLA cualquiera (AtRGA en concreto) para la elaboracién de la proteina
DELLA QUIMERA.

El tamafio del fragmento N-terminal de AtRGA a emplear se establecié en base a trabajos
previos donde se investigaron los motivos necesarios para la interaccion con GID1a (Griffiths
et al., 2006; Sun et al., 2010). Para el caso de MpDELLA, el corte del extremo C-terminal se
hizo desde el comienzo del dominio GRAS (Marchantia.info). Después de la OE-PCR, se
produjo la union de ambos dominios para obtener la proteina DELLA QUIMERA. De forma
concreta, estd formada por 594 aminodcidos (1785 pb) de los cuales, los primeros 207

componen en extremo N-terminal y el resto pertenecen al extremo C-terminal (Figura 5).
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Figura 5: Construccion de una version sintética de la proteina DELLA QUIMERA. En rojo y
naranja se ilustra la cola de los cebadores complementaria a la secuencia de MpDELLA y

AtRGA, respectivamente
4.2. AtGIDla interactia con DELLA QUIMERA de forma dependiente a GAs

La conexién de DELLA QUIMERA con el modulo de percepcion de GAs requiere la
interaccion fisica entre ellay los deméas componentes que intervienen en la ruta de sefializacion
por GAs. Para comprobar esta interaccion se llevd a cabo el ensayo de doble hibrido de levadura
(Y2H). Este sistema consiste en la union de cada una de las proteinas de estudio al dominio de
union (BD) y al dominio de activacion (AD) del factor de transcripcion GAL4 respectivamente,
que regula la expresion del gen reportero HIS3 que codifica una histidina sintetasa. Con este
método de seleccion, se puede establecer de manera aproximada la fuerza de interaccién
proteica dependiendo del umbral de resistencia al 3-aminotriazol (3-AT) en medio carente de

histidina.

Estudios anteriores han demostrado que las proteinas DELLA son capaces de autoactivar la
expresion de genes reporteros cuando se expresan en levadura como fusiones de proteinas a
BD, especialmente si contienen el extremo N-terminal (Dill et al., 2004), por lo que, en este

trabajo, cada una de las DELLA se expresaron en levadura como fusiones de proteinas a AD.

Tanto la proteina AtRGA como DELLA QUIMERA mostraron tener interaccion potencial con
la proteina GID1a de Arabidopsis en presencia de GAs (Figura 6). Esta observacion esta en
linea con resultados previos donde se demuestra la necesidad del dominio DELLA para que se
produzca la union con GID1 (Griffiths et al., 2006). Tal y como Hernandez-Garcia et al. (2019)

ya demostraron, la DELLA de Marchantia no fue capaz de interaccionar con AtGID1a (Figura
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6). No obstante, si pudo interactuar fuertemente con SLY/GID2 de Marchantia y Arabidopsis,
tanto en presencia como ausencia de GAs (Figura 6). Esto es compatible con la hipotesis que
esta F-box participa en la regulacion de la estabilidad de la proteina DELLA de Marchantia. El
que la interaccion sea independiente de GAs implica que dicha regulacion podria ser
independiente de la formacién del complejo GID1-GAas. Para el caso de la proteina DELLA
QUIMERA, ocurre algo parecido ya que también se apreci6 una fuerte interaccion con MpGID2
y AtGID2. Estos resultados apoyan la idea de que el dominio GRAS de la proteina DELLA es

suficiente para que se produzca la union con la proteina F-box GID2.

AD-AtRGA AD-MpDELLA AD-DELLA QUIMERA AD-O

-L-T-H  -L-T-H+3AT -L-T-H  -L-T-H+3AT -L-T-H -L-T-H+3AT -L-T-H -L-T-H+3AT
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BD-9
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BD-AtGID2 & I II
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Figura 6: Ensayo Y2H entre las proteinas AtRGA, MpDELLA y DELLA QUIMERA, con el

receptor GID1a de Arabidopsis y la proteina F-box GID2 de Arabidopsis y Marchantia, con o
sin 100 uM de GAs. AD y BD denotan fusiones al dominio de union al ADN de GAL4 y al

+
)| @
®
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dominio de activacion, respectivamente.

En contraste con estudios previo (Daviere et al., 2008; Dill et al., 2004), la interaccidn que se
produce entre AtRGA y AtGID2 en levadura no se consigui6 detectar. Esto puede sugerir que
se necesitan de otros componentes que intensifiquen la union entre ambas proteinas. No ocurre
lo mismo para el caso de MpGID2, ya que en ausencia 0 presencia de GAs, se promueve la
interaccién directa con AtRGA, pero en presencia de 3-AT dicha interaccidn se hizo mas débil,
con o sin GAgz Esto apunta a que MpGID2 es suficiente para que se produzca una interaccion
con las DELLA y a diferencia de AtGID2, puede ser una interaccion que no dependa de otros

componentes.

4.3. La expresion de AtGIDla y DELLA con N-terminal de plantas vasculares son

suficientes para conferir sensibilidad a GAs en M. polymorpha

Dado que la proteina MpDELLA no interacciona con AtGID1a (Figura 6), es de esperar que la

sobreexpresion en M. polymorpha de AtGIDla bajo el control del promotor constitutivo
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MpEF1a no cause ningun efecto en el fenotipo. Para comprobarlo se generaron transformantes
y se verificd por PCR semicuantitativa la presencia del transcrito correspondiente en dichas
transgénicas (Figura 7). Las 9 lineas obtenidas mostraron la sobreexpresion de AtGID1a, con
la linea #12 como una de las que alcanzaba niveles mas altos. En esta linea, y en el silvestre
Tak-1 se introdujo entonces la construccién de DELLA QUIMERA expresada también bajo el

control del promotor MpEF1¢.

EFla :AtGIDI1a:CTRN

Figura 7: RT-PCR de las lineas transformantes de Marchantia que mostraron tener
sobreexpresion de AtGID1a, siendo la linea #12 la que se seleccion6 para retransformar con
DELLA QUIMERA sobreexpresora.

Entre todos los procesos regulados por las GAs en A. thaliana figura la promocion del
crecimiento. Sin embargo, como era de esperar, la aplicacion de hasta 100 uM GAz a gemas de
M. polymorpha no tuvo ningln efecto sobre el tamafio de los talos en el silvestre Tak-1 o de los
de la linea sobreexpresora DELLA QUIMERA #3 (DELLA QUIMERAox #3), ninguna de las
cuales expresa un receptor de GAs (Figura 8). En la linea #12 sobreexpresora de AtGIDa
(AtGIDlaox #12) la aplicacion de cantidades crecientes de GAsz (10 um y 100 um) tuvo un
minimo efecto en la promocién del crecimiento, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 8). Por el contrario, las plantas de la linea #1 doble
sobreexpresora de AtGID1a y DELLA QUIMERA si que aumentaron de forma significativa su
tamarnio tras la aplicacion de GAs, especialmente a la concentracion de 100 uM (Figura 8). Este
efecto no se observo, sin embargo, en las otras dos lineas examinadas (AtGIDlaox DELLA
QUIMERAO0x #4 y AtGIDlaox DELLA QUIMERAaox #8), donde, a pesar de crecer en
presencia de GAs, no hay diferencias significativas en el tamafio de la superficie del talo
respecto a la linea #12 sobreexpresora del receptor del GAs.

Los resultados de la linea #1 doble sobreexpresora de AtGIDl1la y DELLA QUIMERA son
prometedores puesto que sugieren una reconstruccién de la sensibilidad de GAs en Marchantia
a través de la expresion de GID1 y la proteina DELLA QUIMERA. No obstante, por PCR
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semicuantitativa no se consiguié demostrar la sobreexpresion del gen que codifica para la
proteina sintética, por lo que, en andlisis futuros se elucidard si realmente las plantas de esta
linea expresan la DELLA QUIMERA.

Estos resultados, en conjunto, son compatibles con la idea de que la introduccion de AtGID1a
permite la interaccion in vivo con una DELLA sintética que contiene el N-terminal de una
DELLA de plantas vasculares, y que dicha interaccion es dependiente de GAs y tiene un efecto

negativo sobre la actividad de dicha DELLA.
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Figura 8: Medidas de area del talo de plantas control y doble sobreexpresoras AtGIDla
DELLA QUIMERA con 14 dias de edad cultivadas en condiciones control (0 M) y en
presencia de concentraciones crecientes de GAs (10 M y 100 xM). Para todas las lineas, el
namero de plantas fenotipadas fue n > 10. Los valores de cada linea y para cada tratamiento
gue no comparten la misma letra difieren significativamente con p < 0,08 (*). En cada box
plots se representa la media aritmética como una cruz, la mediana como una raya horizontal

y los datos como puntos.
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44. MpGID2 es necesario y suficiente para regular el crecimiento mediado por
MpDELLA en M. polymorpha

La aparicion de la proteina GID2 fue anterior al origen de las traqueo6fitas y por tanto al origen
de la sefializacion de GAs que se da en plantas vasculares. Esto hace que se cuestione el hecho
de si esta proteina es capaz de interactuar con la DELLA de bridfitas para promover su
regulacion aun no habiendo sensibilidad a GAs. Ademas, como se ha visto con los resultados
de Y2H (Figura 6), MpGID2 es capaz de interactuar con MpDELLA lo que es consistente con
una posible regulacion de la proteina de forma independiente a GAs. Para comprobarlo, se
establecié una comparativa de que ocurre con el tamafio del talo de M. polymorpha cuando se
sobreexpresa y se muta MpGID2 en fondo silvestre Tak-1 y en fondo MpDELLA:GR. Este
ultimo fondo es una linea inducible que expresa constitutivamente MpDELLA fusionada con el
receptor de glucocorticoides de rata. Lo que se espera con este fondo es que se produzca una
acumulacion de la proteina en el nicleo inducido por dexametasona (DEX). y con ello una
inhibicion del crecimiento vegetativo. De esta forma, se examind el crecimiento de la superficie

del talo para cada una de las lineas en ausencia (0 uM) y presencia (0,1 uM y 1 uM) de DEX.

La sobreexpresion de MpGID2 se hizo bajo el control del promotor constitutivo MpEFlay,
mediante RT-PCR se demostré que tan solo la linea #9 en fondo MpDELLA-GR parece
sobreexpresar MpGID2 (Figura 9A). Para el caso de las lineas de perdida de funcion Mpgid2,
los resultados de secuenciacion mostraron que solo las lineas #8 y #19 en fondo MpDELLA:GR
tenian MpGID2 editado (Figura 9B). Ademas, estas mutaciones causan la presencia de un codén

stop prematuro a través de un cambio de lectura.

A

MpGID2 (3528 pb)

MpDELLA-GR
MpDELLA-GR
MpGID2ox

A

-

[ VT \
#9 #28 #30

500 pb

WT CATCATCATCAGGAAA--CGAGGTGGA
Mpsly#8  CATCATCATCAGGAAACGCGAGGTGGA

Mpsly#l9 CATCATCATCAGGAAA--C-AGGTGGA
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Figura 9: (A) RT-PCR de las lineas transformantes de MpDELLA-GR. Solo la linea #9
aparenta tener sobreexpresion de MpGID2 (B) Diagrama del gen MpGID2. La secuencia PAM
esta subrayada en la secuencia de la linea silvestre (WT). Las delecciones de pares de bases se

representan con un guion (-) y las inserciones mediante tipografia roja.

Por un lado, la aplicacion de DEX sobre la linea silvestre Tak-1 no tuvo ningun efecto sobre el
tamafio de los talos (Figura 10). En la linea MpDELLA-GR, en cambio, si se aprecia una
disminucion significativa del tamafio tras aplicar 0,1 um y 1 uM de DEX, lo cual es razonable
debido a que se induce la acumulacién de proteinas DELLA en el nlcleo de las plantas (Figura
10).

Ante condiciones crecientes de dexametasona, las lineas mutadas (MpDELLA-GR Mpgid2 #8
y #19) mostraron tener una escalonada reduccion de la superficie del talo estadisticamente
significativa respecto a MpDELLA-GR (Figura 10). De hecho, para ambas lineas se aprecia
una reduccion aun mayor a la concentracion de 1 uM de DEX (Figura 10). Estos datos apoyan
la hipdtesis de que MpGID2 es imprescindible para reprimir la detencién del crecimiento
mediada por MpDELLA en Marchantia.
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Figura 10: Medidas de area del talo de plantas control y mutantes de MpGID2 con 14 dias de

edad cultivadas en condiciones control (0 M) y en presencia de concentraciones crecientes

25



de DEX (0,1 M y 1 uM). Para todas las lineas, el nimero de plantas fenotipadas fue n > 10.
Los valores de cada linea y para cada tratamiento que no comparten la misma letra difieren
significativamente con p < 0,08 (*) y p < 0,05 (**). En cada box plots se representa la media

aritmetica como una cruz, la mediana como una raya horizontal y los datos como puntos.

Por otro lado, los resultados de sobreexpresion de MpGID2 (Figura 11) mostraron que la
inhibicion del crecimiento causada por la activacion de MpDELLA:GR se atenud en la linea #9
sobreexpresora de MpGID2 tanto en ausencia (0 uM) como presencia (0,1 uM y 1 uM) de DEX
de forma que se puede dilucidar que la expresion de MpGID2 es suficiente para la restriccion
del crecimiento mediada por MpDELLA. Sin embargo, en las lineas #28 y #30 aparentemente
no se vio el mismo efecto, lo cual es l6gico debido a que no se evidencid una sobreexpresion
clara de MpGID2. En conjunto, estes resultados sugieren que MpGID2 regula MpDELLA de

forma independiente a GAs en M. polymorpha.
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Figura 11: Medidas de area del talo de plantas control y sobreexpresoras de MpGID2 con 14
dias de edad cultivadas en condiciones control (0 #M) y en presencia de concentraciones
crecientes de DEX (0,1 uM y 1 uM). Para todas las lineas, el nimero de plantas fenotipadas
fue n > 10. Los valores de cada linea y para cada tratamiento que no comparten la misma letra
difieren significativamente con p < 0,05 (**). En cada box plots se representa la media

aritmetica como una cruz, la mediana como una raya horizontal y los datos como puntos.
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5. DISCUSION

Uno de los hitos méas importantes en la evolucion de la vida en la tierra ocurrié hace
aproximadamente 500 millones de afios, tras la colonizacion de los habitats terrestres por
descendientes de algas estreptofitas (Donoghue et al., 2021). Este exitoso evento evolutivo fue
posible gracias al desarrollo de mecanismos que permiten a las plantas adaptarse y hacer frente
a los retos impuestos por la superficie terrestre. Tal y como se ha comentado en este trabajo, el
origen de las vias de sefializacion hormonal, concretamente las GAs, juegan un papel
fundamental que facilitan esta adaptacion. No obstante, no todas las plantas terrestres perciben
esta hormona y aun asi son capaces de sobrevivir en el medio terrestre. De hecho, cada vez son
mas las pruebas que descartan cualquier forma de sefializacion y percepcion de GAs en briofitas
y se asocia directamente con las traquedfitas (Figura 12 A) (Hirano et al., 2007). Por ello, uno
de los principales objetivos de este trabajo fue crear una planta briofita capaz de percibir GAs
y asi comprender si esta capacidad confiere una mayor adaptabilidad a las plantas. Desde este
punto de vista, se emple0 la estrategia de biologia sintética para programar el comportamiento
de la hepéatica M. polymorpha utilizando partes genéticas que se combinan de forma racional y
permitirdn inferir si tenemos conocimientos suficientes para recrear la sefializacion de GAs en
una planta que no responde a ella. Para conseguir esto, se realizé un par de modificaciones en
Marchantia que le proporcionasen una via de sefializacion de GAs similar a la de las plantas
vasculares. En primer lugar, esta hepatica fue transformada con el receptor de GAs GID1 de A.
thaliana, ya que es el principal componente de la ruta que no esta codificado por el genoma de
M. polymorpha (Bowman et al., 2017). En segundo lugar, se gener6 una version quimérica de
la proteina DELLA (compuesta por el extremo N-terminal de AtRGA y el C-terminal de
MpDELLA) que podria interactuar con GID1 y establecer una respuesta a esta hormona. Por
ello, esta nueva version de la proteina DELLA se usé para retransformar las lineas de

Marchantia que expresaban el receptor de GAs.

Para constatar si la DELLA QUIMERA puede interaccionar con GID1 de forma dependiente
de GAs, se realiz6 un Y2H a partir del cual se demostr6 que, efectivamente esta proteina solo
interacciona con AtGID1a en presencia de GAs, tal y como ocurre en A. thaliana (Phokas &
Coates, 2021). Ahora bien, para comprender si esta planta “sintética” de Marchantia era capaz
de responder a la hormona in vivo, se cultivaron las plantas sobreexpresoras de AtGlDla y
doble sobreexpresoras AtGID1a DELLA QUIMERA, en ausencia y presencia de diferentes

concentraciones de GAs para medir su crecimiento. Este experimento ha demostrado que, las
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plantas de AtGIDlaox tuvieron un minimo efecto en la promocion del crecimiento tras la
aplicacion de GAs, apoyando asi la teoria de que las plantas no vasculares son insensibles a la
hormona debido a la ausencia de una proteina DELLA capaz de regular la respuesta a GAs. A
su vez, no se observaron diferencias de tamafio entre las plantas DELLA QUIMERAoX y las de
la linea silvestre, respaldando asi la hipotesis de que en briofitas se necesita de un receptor de
GAs para desencadenar la regulacion transcripcional mediada por DELLA. Por otro lado, a
diferencia de lo que ocurre con el genotipo silvestre de Marchantia (Figura 12 B), la nueva
version “sintética” de la planta es sensible a la hormona (Figura 12 C), aunque, es cierto que
este resultado requiere una validacion adicional con RT-PCRs para entender los diferentes
niveles de expresion de la DELLA QUIMERA en las distintas lineas transformantes. Estos
resultados, en conjunto, sientan la base para realizacion de experimentos mas refinados que
permitan comprender mejor el valor adaptativo de la sefializacion de GAs comparando como
responden a la hormona las plantas silvestres de Marchantia y la version sintética en diferentes
condiciones ambientales. Como se ha visto, estos resultados ponen de relieve el poder de la
biologia sintética para adquirir una plena comprension de una via de desarrollo hormonal, ya
gue demuestra que los conocimientos actuales son suficientes para recrear la via de sefializacion

de GAs en una planta cuya ruta no estd completamente ensamblada.

Una vez creada la capacidad de percibir GAs en bridfitas (Figura 12 C), una posible estrategia
futura, es reconstruir la ruta de biosintesis de GAs en M. polymorpha tal y como se conoce en
plantas vasculares. Para ello, sera necesario un enfoque de biologia sintética mas refinado y
complejo, pero permitird comprender mejor el valor adaptativo de las GAs y su sefializacién en
las plantas, ya que prescinde de una suplementacion exdgena de la hormona en todos los
montajes experimentales. Ademas, se podria afiadir cualquier capacidad reguladora (ya sea por
una sefial interna o externa) a la via de biosintesis con el uso de promotores especificos que
promuevan la expresion de las enzimas implicadas en la biosintesis de GAs en Marchantia. De
hecho, ya se han visto otros abordajes de biologia sintética similares para el ajuste de GAs
bioactivas en plantas (He et al., 2020) de forma que se podrian considerar y redisefiar otros
factores relacionados con la hormona, como la transduccion de sefiales o las interacciones con
otras fitohormonas que permitan impulsar a mayor escala la creacion de plantas especialmente

adaptables a entornos especificos.

La regulacion de las proteinas DELLA en briofitas es un tema del cual hay muy poco
conocimiento y no esta del todo claro si los homologos de los componentes que se sabe que

regulan las DELLA en plantas vasculares se conservan funcionalmente en las no vasculares. Lo
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que si se sabe que MpDELLA impide el crecimiento en Marchantia principalmente a través de
la inhibicion de la division celular en la parte apical del talo (Herndndez-Garcia et al., 2021).
En el presente trabajo se ha visto que en M. polymorpha “sintética” se da una regulacion del
crecimiento mediada por GAs, sugiriendo asi, que la maquinaria que promueve la degradacion
de MpDELLA esta activa en la planta. De hecho, se sabe que el genoma de Marchantia codifica
un ortélogo de la proteina F-box SLY1/GID2, pero, a diferencia de lo que ocurre en
traquedfitas, se desconoce si su funcion esta conservada en bridfitas y aun no se han confirmado
la implicacion de MpGID2 en la degradacion de MpDELLA (ElI Mahboubi & Delaux, 2021).
Mediante el ensayo de Y2H, se ha demostrado que MpDELLA es capaz de interaccionar con
MpGID2 y, para probar si esta proteina F-box es capaz de regular la represion del crecimiento
dependiente de MpDELLA, se generaron lineas de pérdida de funcion mediante el sistema
CRISPR/Cas9 y lineas sobreexpresoras de MpGID2 en un fondo de M. polymorpha que
contiene la proteina DELLA fusionada a un receptor de glucocorticoides de rata. Tras el
tratamiento con DEX, las lineas mutantes Mpgid2 mostraron un deterioro del crecimiento
inducido posiblemente por laacumulacion de MpDELLA en los nucleos de las células, mientras
que las lineas transformantes que sobreexpresaban MpGID2 mostraron el efecto contrario, es
decir, un aumento en el crecimiento de la superficie de los talos promovida posiblemente por
la degradacion de MpDELLA. Estos resultados no solo sugieren que MpGID2 es necesaria,
sino que también es suficiente para regular la represion de crecimiento mediada por DELLA en
M. polymorpha, lo que concuerda con la hipotesis de que MpGID2 promueve la degradacion
de DELLA en este bridfito.

La funcidn de la proteina F-box esta conservada en plantas terrestres y podria desempefiar un
papel en la degradacion de toda la familia DELLA en respuesta a GAs (McGinnis et al., 2003).
Sin embargo, la degradacion de la proteina DELLA parece estar promovida por una red
reguladora diferente entre traquedfitas y bridfitas. Por un lado, en plantas vasculares, GID2
promueve la degradacion de DELLA cuando esta proteina forma un complejo con GID1-GA
(Figura 12 A). En plantas no vasculares, en cambio, GID2 promueve la degradacion de DELLA
de manera independiente a la presencia de GAs (Figura 12 B). Esto permite especular que la
regulacién del nivel de la proteina DELLA por GID2 es un mecanismo ancestral que oper6 en
las primeras plantas terrestres y que posteriormente ha ido evolucionando hasta conferir una
complejidad reguladora dependiente de GAs, concretamente en el linaje de plantas vasculares.
Ademas, seria interesante profundizar la regulacion de MpDELLA dependiente de MpGID2 a

nivel espacio-tiempo para entender mejor los mecanismos de crecimiento de M. polymorpha.
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A modo de resumen, este trabajo ha permitido establecer las bases para posteriores andlisis que
dilucidarén el valor adaptativo de la sefializacion de GAs en plantas y ademas comprender
mejor como se regula la actividad de la proteina DELLA en bridfitas para inferir de qué manera
han evolucionado tales mecanismos en plantas. Los resultados preliminares sugieren que la
expresion de un receptor de GAs y de una proteina DELLA quimérica capaz de interactuar con
dicho receptor, son suficientes para conferir sensibilidad a GAs en briofitas. Ademas, también
se ha demostrado que, en plantas no vasculares, la represion del crecimiento mediada por
DELLA esté regulada por GID2 de forma independiente a GAs y esto se contrasta con lo que
ocurre en plantas vasculares. Esta evolucion independiente de estos mecanismos reguladores
en los dos linajes de plantas terrestres podria ser uno de los factores que subyacen a la enorme

diversidad de formas vegetales y a la adaptacion a diferentes nichos ecoldgicos.
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Figura 12: Modelos propuestos de sefializacion de GAs que resumen lo que hemos visto en
este trabajo. (A) Respuesta a GA mediada por GID1 en A. thaliana. (B) En M. polymorpha no
hay respuesta a GA en presencia de la hormona debido a la ausencia del receptor GIDL1.
MpGID2 promueve la degradacion de DELLA de forma independiente a GAs promoviendo asi
su crecimiento posiblemente a través de SCF E3. (C) La expresion de AtGID1 y DELLA
QUIMERA confieren sensibilidad a GA en M. polymorpha.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son:

1. Mediante biologia sintética se puede construir una proteina DELLA quimérica capaz de

actuar en M. polymorpha.

2. La expresion del receptor de GAs de Arabidopsis y una DELLA QUIMERA son

suficientes para reconstruir la via de sefializacion de GAs en M. polymorpha.

3. La proteina MpGID2 es necesaria y suficiente para establecer una relacion funcional

con procesos regulados por MpDELLA.

4. Ladiversificacion de los mecanismos reguladores de las proteinas DELLA podran ser
una de las causas que contribuyeron a la radiacion morfologica y de la capacidad de las

plantas terrestres para adaptarse a diferentes nichos ecolégicos.
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8. ANEXO

Tabla S1: cebadores usados en este trabajo

GEN
AtRGA
AtRGA

MpDELLA

MpDELLA
AtRGA

AtRGA

MpDELLA

MpDELLA

DELLA

QUIMERA

DELLA
QUIMERA

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Secuencia (5’2 3°)
ATGAAGAGAGATCATCACCA
CATTGAATCCGAACGAGTTGACTC
ACCCGCCG

GAGTCAACTCGTTCGGATTCAATG
GCTGGAGC

GGAACAATGCCATGCCGATG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTCCATGAAGAGAGATCATCA
CcC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTCTCAGTACGCCGCCGTCGA
GAG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTCCATGGATTCCTCTGCCGAT
T
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTATCAGGAACAATGCCATGC
CGATG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTCCATGAAGAGAGATCATCA
CcC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTATCAGGAACAATGCCATGC
CGATG

38

Descripcion
Para OE-PCR

Contiene la cola
complementaria a
MpDELLA

Contiene la cola
complementaria
AtRGA

Para OE-PCR
Contiene los

extremos attB1

Contiene los

extremos attB2

Contiene los

extremos attB1

Contiene los

extremos attB2

Contiene los
extremos attB1

Contiene los

extremos attB2



AtGID1

AtGID1

DELLA
QUIMERA
DELLA
QUIMERA
MpGID2

MpGID2

MpGID2
AtGID1a
AtGID1a
DELLA
QUIMERA
DELLA
QUIMERA
DELLA
QUIMERA
DELLA
QUIMERA

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Interno

forward

Interno

reverse

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTTAATGGCTGCGAGCGATGA
AG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTCTTAACATTCCGCGTTTACA
AAC

GACGGTGGAGGTAACATGGA

CTTCTGCGCAAGCTAGAAGC

CTGCTCATCATCATCGTCATCG

ACTTCGTCTTTGCTCCATTCG

GTTTGTCGTAGGGACTGCAG

ATGGCTGCGAGCGATGAAG

TTAACATTCCGCGTTTACAAAC

GCTAGCATGGATCTCGGG

CACGGGCCAGAGCTGCAGC

GCTCGAGTCCTGATTCTATG

CTTCACGTCGTCCAGCTTC

Contiene los
extremos attB1

Contiene los
extremos attB2

Para RT-PCR

Para RT-PCR

Para amplificacion
por PRC

Para amplificacion
por PRC

Para secuenciar
Para RT-PCR
Para RT-PCR
Para  secuenciar
pENTRY
Para  secuenciar
PENTRY

Para secuenciar

Para secuenciar

Tabla S2: secuencia del RNA guia disefiado para la edicion genémica de MpGID2

GEN

MpGID2

MpGID2

Forward

Reverse

Secuencia (5’2 3°)

CTCGATCATCATCAGGAAACGAGG

AAACCCTCGTTTCCTGATGATGATLA

39



RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

DE LA AGENDA 2030

Objetivos de Desarrollo Sostenibles

Alto

Medio

Bajo

No procede

ODS 1. Fin de la pobreza.

v

ODS 2. Hambre cero.

ODS 3. Salud y bienestar.

ODS 4. Educacién de calidad.

ODS 5. lgualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccién y consumo responsables.

NINENINENENESENENES

ODS 13. Accién por el clima.

ODS 14. Vida submarina.

<

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.
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