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Estudio de la interacción entre SLEEPY1 y DELLA en Marchantia polymorpha 

 

Resumen: 

Las DELLA son proteínas implicadas en la regulación del crecimiento y desarrollo de las 

plantas. En las plantas vasculares, la hormona giberelina promueve la degradación de las 

proteínas DELLA por el proteasoma. Este proceso requiere el reclutamiento la maquinaria de 

poliubiquitinación a través de la interacción entre DELLA y la proteína F-box SLEEPY1 

(SLY1). Marchantia polymorpha, como las demás plantas no-vasculares, carece de una ruta 

completa de señalización de giberelinas, pero sí que contiene una MpDELLA y una MpSLY. 

En este trabajo hemos investigado la posible regulación de MpDELLA por MpSLY. Empleando 

la técnica de Complementación Bimolecular de Fluorescencia (BiFC), hemos encontrado que 

ambas proteínas interaccionan en células vegetales. Además hemos asociado la sobreexpresión 

de MpSLY a unos niveles endógenos menores de la proteína MpDELLA y a una menor 

actividad; mientras que el análisis transcriptómico de mutantes Mpsly indica que la pérdida de 

función de MpSLY hace que aumente la actividad MpDELLA. Estos resultados apoyan un 

modelo en el que los niveles de DELLA en briófitas (al menos en Marchantia polymorpha) 

están regulados por una F-box ortóloga a SLY1 aunque no lo hagan en respuesta a la hormona 

giberelina. 

Palabras clave: Marchantia polymorpha, DELLA, SLY1, interacción, poliubiquitinación. 
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Estudi de la interacció entre SLEEPY1 i DELLA en Marchantia polymorpha 

 

Resum: 

Les DELLA són proteïnes implicades en la regulació del creixement i desenvolupament de les 

plantes. En les plantes vasculars, l'hormona giberel·lina promou la degradació de les proteïnes 

DELLA pel proteasoma. Aquest procés requereix el reclutament de la maquinària de 

poliubiquitinació a través de la interacció entre DELLA i la proteïna F-box SLEEPY1 (SLY1). 

Marchantia polymorpha, com altres plantes no-vasculars, no té una ruta completa de 

senyalització de giberel·lines, però sí que conté una MpDELLA i una MpSLY. En aquest treball 

hem investigat la possible regulació de MpDELLA per MpSLY. Emprant la tècnica de 

Complementació Bimolecular de Fluorescència (BiFC), hem trobat que les dues proteïnes 

interactuen en cèl·lules vegetals. A més, hem associat la sobreexpressió de MpSLY a uns nivells 

endògens més baixos de la proteïna MpDELLA i a una menor activitat; mentre que l'anàlisi 

transcriptòmic de mutants Mpsly indica que la pèrdua de funció de MpSLY fa augmentar 

l'activitat de MpDELLA. Aquests resultats donen suport a un model en el qual els nivells de 

DELLA en briòfitas (almenys en Marchantia polymorpha) estan regulats per una F-box 

ortòloga a SLY1 encara que no ho facen en resposta a l'hormona giberel·lina. 
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Study of the interaction between SLEEPY1 and DELLA in Marchantia polymorpha 

 

Abstract: 

DELLA proteins are involved in the regulation of plant growth and development. In vascular 

plants, the gibberellin hormone promotes the degradation of DELLA proteins through the 

proteasome. This process requires the recruitment of the polyubiquitination machinery through 

the interaction between DELLA and the F-box protein SLEEPY1 (SLY1). Marchantia 

polymorpha, like other non-vascular plants, lacks a complete gibberellin signaling pathway, but 

it does contain an MpDELLA and an MpSLY. In this study, we investigated the possible 

regulation of MpDELLA by MpSLY. Using the Bimolecular Fluorescence Complementation 

(BiFC) technique, we found that both proteins interact in plant cells. Furthermore, we associated 

the overexpression of MpSLY with lower endogenous levels of the MpDELLA protein and 

reduced activity. Transcriptomic analysis of Mpsly mutants indicates that the loss of MpSLY 

function leads to increased MpDELLA activity. These results support a model in which DELLA 

levels in bryophytes (at least in Marchantia polymorpha) are regulated by an orthologous F-

box protein to SLY1, although they do not respond to the gibberellin hormone. 

Keywords: Marchantia polymorpha, DELLA, SLY1, interaction, polyubiquitination. 
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1. INTRODUCCIÓN 
Las plantas son organismos sésiles que viven en ambientes en constante cambio siendo en muchas 

ocasiones desfavorables para su desarrollo y crecimiento. El estrés que puede experimentar puede 

deberse a agentes bióticos, como son los ataques de herbívoros , y/o a agentes abióticos, como la sequía, 

la salinidad o las temperaturas extremas. Cabe destacar que el estrés abiótico es aquel que genera mayor 

preocupación ya que causa un alto impacto en la reducción de la productividad agrícola (Zhu, 2016). 

La capacidad de adaptación al entorno se debe en gran parte al papel que presentan las hormonas 

vegetales en la respuesta a diferente tipo de estreses así como en el desarrollo y crecimiento vegetal, ya 

que gracias a ellas la planta puede alterar la fisiología de la planta y las rutas bioquímicas de forma 

eficiente (Davies, 2010). 

1.1 Las giberelinas como transmisoras de información ambiental a las 

células 

Entre las hormonas de plantas, las giberelinas (GAs) (Figura 1) son especialmente importantes para la 

coordinación de programas defensivos y de desarrollo.  

 

Figura 1. Estructura química de la giberelina GA1 (Davies, 2010) 

La biosíntesis de giberelinas en angiospermas (Figura 2) deriva de la vía de biosíntesis de los 

isoprenoides. En la mayoría de los casos, se forman a partir de la vía del metileritritol 4-fosfato (MEP) 

en los plástidos (Lichtenthaler et al., 1997; Eisenreich et al., 2001; Kasahara et al., 2002). El primer paso 

del proceso implica la conversión del trans-geranilgeranil difosfato (GGPP) en ent-kaurene, gracias a la 

acción de enzimas como dos diterpeno ciclasas monofuncionales (DTC), ent-copalil difosfato sintasa 

(CPS) y ent-kaureno sintasa (KS) (Van Schie et al., 2007). Posteriormente, las dioxigenasas P450 actúan 

para producir el ent-kaureno oxidado, que se convierte en el ent-anillo giberelánico común a todas las 

GAs. Los pasos posteriores ocurren en el citosol y son catalizados por dioxigenasas dependientes de 2-

oxoglutarato (2-OGD), como GA20ox y GA3ox, para formar GAs bioactivas (Su et al., 2016). GA2ox 
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también inactiva los GAs bioactivos. Se cree que las modificaciones como la metilación pueden 

inactivar de manera reversible las GAs (Rieu et al., 2008; Varbanova et al., 2007).  

 

Figura 2. Ruta de biosíntesis de GAs bioactivas en plantas de semilla. (Hernández-García et al., 

2021) 

La biosíntesis de GAs en angiospermas está regulada tanto por factores endógenos como ambientales, 

principalmente a nivel transcripcional (Yamaguchi & Kamiya, 2000). De hecho, las GAs se han 

propuesto como mediadores importantes que transmiten información ambiental a procesos de desarrollo 

y de defensa de las plantas mediante la regulación transcripcional. Entre los diversos procesos biológicos 

controlados por GAs en angiospermas están la germinación, la fructificación o la inducción de la 

masculinidad en flores dioicas (Davies, 2010). Además, están implicadas en procesos de adaptación 

frente a estrés abiótico (Colebrook et al., 2014). La acción de las GAs está completamente vinculada a 

la actividad de un pequeño grupo de proteínas, denominadas DELLA. La pérdida de función de estas 

proteínas mimetiza el efecto de tratamientos continuados con GAs, mientras que alelos mutantes de 

ganancia de función en DELLA causan un fenotipo equivalente al de la falta de GAs (Sun & Gubler, 

2004). 
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Figura 3. Estructura de la proteína DELLA. DELLA está conformada por dos dominios principales: el 
dominio GRAS, que consta de dos repeticiones heptadas de leucina (LRHI y LRHII), y tres motivos 
conservados (VHIID, PFYRE y SAW); y el dominio DELLA, que está compuesto principalmente por dos 
motivos (DELLA y TV) (Adaptada de Davière & Achard, 2013). 

Las DELLA son proteínas nucleares pertenecientes a la familia GRAS, formada por factores de 

transcripción (FTs) presentes de forma exclusiva en las plantas (Dill et al., 2004). Forman parte de esta 

familia debido a que contienen el dominio GRAS en su parte C-terminal,  formado por dos repeticiones 

de heptada de leucina (LHRI y LHRII) y tres motivos conservados (VHIID, PFYRE y SAW. Las 

proteínas DELLA difieren de las demás proteínas GRAS ya que comparten homología en su extremo 

N-terminal, presentando el motivo DELLA y el motivo TVHYNP (Davière & Achard, 2013). Además, 

en este extremo también presentan una señal de localización nuclear y un dominio de unión a 

fosfotirosina SH2 putativo (Vera-Sirera et al., 2016). Además, este dominio es crucial para la interacción 

con el receptor GID1 y GA (Ueguchi-Tanaka et al., 2007; Willige et al., 2007).  

La ruta de señalización de las giberelinas en traqueófitas (Figura 4), tal y como se revisa en Davière & 

Achard (2013), está compuesta, en primera instancia, por unas proteínas capaces de captar las GAs, las 

GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1). Esta proteína fue caracterizada por primera vez en 

arroz y presenta 3 ortólogos en Arabidopsis (GID1A, GID1B y GID1C). Presenta la capacidad de 

interaccionar con GAs debido a que estructuralmente posee un bolsillo de unión a GAs y cuando esta 

ocurre, se produce un cambio conformacional de forma que la GA se ve envuelta por la proteína — el 

bolsillo se cierra —. Esta alteración en la estructura terciaria provoca también que GID1 sea capaz de 

interaccionar con los motivos DELLA y TVHYNP de las proteínas DELLA, generando el complejo GA-

GID1-DELLA. Tras este suceso llega la implicación de la segunda proteína de esta ruta señalización, 

GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2 (GID2) o SLEEPY1 (SLY1). Estas son proteínas F- box de 

arroz y Arabidopsis, respectivamente, y forman parte del complejo E3 ubiquitin-ligasa de tipo SCF 

(SKP1, CULLIN, F-BOX), encargado de la unión de poliubiquitinas a una proteína objetivo para así 

marcarla y ser degradada posteriormente por el proteasoma 26S. GID2/SLY1 reconoce al complejo GA-

GID1-DELLA por el dominio GRAS de la proteína DELLA que será poliubiquitinizada gracias a que 

se puede formar el complejo SCFGID2/SLY1. Así la proteína DELLA queda marcada para su degradación 

llevada a cabo por el proteasoma 26S. De esta forma, las plantas vasculares pueden desestabilizar a 

DELLA mediante la señalización por medio de GAs, evitando su efecto de reducción del crecimiento. 
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Figura 4. Representación del modelo de la vía de señalización de las giberelinas (GAs) en 
traqueófitas. Cuando la hormona está presente, se establece una secuencia de eventos en la que 
se forma el complejo GA-GID1-DELLA, permitiendo actuar a GID2/SLY1 que llama a la 
maquinaria de poliubiquitinación y posteriormente ocurre la degradación de la proteína DELLA 
por el proteasoma 26S. 

 

A nivel funcional, en la estructura de estas proteínas no se ha encontrado un dominio de unión al DNA, 

es por ello que se cree que deben interactuar con FTs o con reguladores de la transcripción (RTs), 

modulando la expresión de genes implicados en múltiples procesos fisiológicos, bien sea reprimiéndola 

o promoviéndola. Esta interacción estaría mediada por el dominio GRAS (Marín-de la Rosa et al., 2014). 

Los mecanismos mediante los cuales DELLA regula la actividad transcripcional pueden ser: el secuestro 

de factores de transcripción, el de los reguladores de transcripción o mediante la coactivación 

transcripcional. Para secuestrar los FT como pueden ser los PHYTOCROME INTERACTING FACTORs 

(PIFs), DELLA provoca que no puedan unirse al DNA anulando así la transcripción mediada por estos 

(De Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008). Además, DELLA actúa secuestrando RTs, promoviendo la 

actividad transcripcional: tal son los casos de la interacción entre DELLA y JA ZIM-domain 1 (JAZ1) 

— DELLA, que promueve la señalización del ácido jasmónico impidiendo que JAZ1 reprima al 

activador transcripcional MYC2 uniéndose a él. Por último, DELLA ejerce de coactivador 

transcripcional al unirse a ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS (ARR) — FTs que actúan en el 

proceso de señalización de CK — (Hou et al., 2010; Marín-La Rosa et al., 2015). 
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1.2 Evolución de la señalización de giberelinas 

Los reguladores centrales de la señalización por GAs, las proteínas DELLA, están conservadas en todas 

las plantas terrestres (Hernández-García et al, 2019). Además, no sólo están conservadas las proteínas, 

sino también sus propiedades bioquímicas: en todas las plantas terrestres examinadas, las 

correspondientes proteínas DELLA mantienen la capacidad de interaccionar con docenas de FTs y 

regular a través de ellos la transcripción de genes diana (Briones-Moreno et al., 2023). El mantenimiento 

de esta capacidad durante millones de años ha ido acompañado de la conservación también de la función 

central que se atribuye a las proteínas DELLA: la coordinación entre programas de crecimiento y 

desarrollo, con los de defensa frente al estrés. Así, en la briófita Marchantia polymorpha, la acumulación 

de MpDELLA en plantas que sobreexpresan el único gen DELLA de este organismo provocó enanismo 

y una capacidad defensiva mayor frente al estrés oxidativo (Hernández-García et al., 2021), al igual que 

sucede en angiospermas (Thomas et al., 2016). 

Sin embargo, la regulación de los niveles de DELLA por GAs sólo ocurre en las plantas vasculares o 

traqueófitas (Blázquez et al., 2020). No toda la maquinaria necesaria para sintetizar GAs bioactivas está 

presente en briófitas, aunque se ha propuesto la presencia de homólogos de GA20ox y GA3ox en el 

musgo Sphagnum fallax y la hepática M. polymorpha, lo cual respalda la evolución de las oxidasas de 

giberelina (GA) en briófitas. Estos ortólogos pertenecen a una amplia familia de oxidasas que también 

incluye otras enzimas no involucradas en la síntesis de las GAs. Además, en las briófitas no se ha 

detectado de manera confiable la presencia de GAs bioactivas, posiblemente debido a la falta de la vía 

completa para la síntesis e inactivación de las formas bioactivas de la hormona (Cannell et al., 2020; 

Hernández-García et al., 2021). En cuanto a la percepción de GAs, solo se han identificado genes para 

GID1 en traqueófitas (Blázquez et al., 2020). También se observó que únicamente las DELLA de 

traqueófitas son capaces de interactuar con receptores GID1 de Arabidopsis pero no es el caso de las 

DELLA en no vasculares, lo que puede deberse a diferencias estructurales en la región N-terminal —

donde se encuentran los dominios DELLA y TVHYNP responsables de la unión de GA-GID1 con 

DELLA —(Hernández-García et al., 2019; 2021). En cambio, en plantas como M. polymorpha, 

homólogos de GID2/SLY1 sí se han encontrado, este es el caso de MpSLY (Bowman et al., 2017). Sin 

embargo, no se ha estudiado si esta molécula es capaz de interaccionar o está relacionada con la proteína 

MpDELLA.  
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Figura 5. Análisis evolutivo de los genes relacionados con la biosíntesis y la ruta de señalización 
de GAs. En el gráfico, las filas representan diferentes grupos de linajes de plantas. La presencia 
o ausencia de los genes en cada columna se indican con círculos de color azul o blanco, 
respectivamente. Las relaciones evolutivas se indican en un árbol situado en el lado izquierdo. 
(Hernández-García et al., 2021) 

Todos estos datos dan a entender que las proteínas DELLA son componentes clave en la regulación 

transcripcional de múltiples procesos fisiológicos en plantas. Estas proteínas pertenecen a la familia 

GRAS y contienen dominios conservados en su estructura, que van a permitir su regulación y un correcto 

desempeño de su función. Las DELLA están muy relacionadas con las GAs; sin embargo no todas las 

plantas, como es el caso de las briofitas, poseen la vía completa para la síntesis de las formas bioactivas 

de la hormona ni mecanismos para detectarlas como el receptor GID1. Ello sugiere que las briófitas no 

tienen una respuesta funcional a las giberelinas. Además, la interacción entre las proteínas DELLA y los 

receptores GID1 se ha observado principalmente en plantas vasculares. Estos hallazgos resaltan la 

importancia de las proteínas DELLA en la regulación del crecimiento y el desarrollo de las plantas 

vasculares y plantean interrogantes sobre su papel en las briófitas. Aunque se han conservado ciertas 

funciones básicas de las proteínas DELLA como es el caso de M. polymorpha. Es necesario seguir 

investigando para comprender completamente la evolución y la diversidad de las proteínas DELLA en 

el reino vegetal. 
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2. OBJETIVOS 
En Marchantia polymorpha la proteína MpDELLA es conservada y con ella función de coordinar el 

crecimiento con la respuestas a estrés. Sin embargo, carece del receptor de GAs, GID1 y las enzimas 

responsables de la síntesis de la hormona. Surge así la interrogante de cómo se controlan la actividad y 

los niveles de la proteína MpDELLA en esta planta. La presencia de la F-box (MpSLY) en M. 

polymorpha, similar a las codificadas por SLY y GID2 en A. thaliana y arroz respectivamente, nos lleva 

a plantear la hipótesis de que MpSLY regula los niveles de MpDELLA a través de una vía independiente 

de las giberelinas (GAs). 

En este trabajo se abordarán los siguientes objetivos: 

- Determinar si las proteínas MpSLY y MpDELLA interaccionan físicamente en células 

vegetales. 

- Estudiar el efecto de mutar y sobreexpresar MpSLY sobre la actividad de MpDELLA. 

- Comprobar los niveles de la proteína MpDELLA dependen de la actividad de MpSLY. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo 

Como genotipo silvestre se utilizó Takaragaike-1 (Tak-1), la línea macho de M. polymorpha  (Ishizaki 

et al., 2008). Además, se utilizó la línea MpDELLA-GR obtenida de trabajos previos realizados en el 

laboratorio (Hernández-García et al., 2021). Todas las líneas fueron propagadas asexualmente mediante 

el crecimiento de gemas en placas de cultivo con medio ½ Gamborg B5 (0,5 g/L de MES, 1% de agar) 

suplementado con 1% sacarosa (Ishizaki et al., 2015). Las condiciones en las que crecieron las plantas 

fueron las siguientes:  22ºC en condiciones de luz blanca fluorescente de forma continua o en ciclo de 

día largo (16h luz + 8h oscuridad) según las necesidades de los experimentos. 

3.2 Material microbiológico 

Escherichia coli 

La cepa de E. coli empleada en este trabajo es la cepa electrocompetente TOP10, la cual permite la 

introducción de material genético exógeno gracias a la utilización de un pulso eléctrico. Así pues, se 

utilizó esta bacteria para la obtención y almacenamiento de plásmidos. 

El método de transformación consiste en la adición de 1 L del plásmido de interés a una alícuota de 40 

L con las células electrocompetentes, homogeneizando correctamente utilizando una pipeta. 

Posteriormente, se traspasó todo el contenido a una cubeta de electroporación estéril para así aplicar un 

pulso eléctrico de 1500V durante 5 ms, gracias a la utilización del electroporador Electro Cell 

Manipulator TM ECM 399 (BTX). Tras esto, se adicionaron 200 L de medio LB líquido (triptona 1%, 

extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%) y se recuperó el contenido celular en un tubo Eppendorf de 1.5 

mL donde permaneció en agitación a 37 ºC durante 1 h para reponerse del shock generado por la 

descarga. Pasada la hora de incubación, se plaqueó todo el volumen sobre una placa de LB sólido (LB 

líquido con 1% agar) suplementado con el antibiótico al cual la bacteria con el plásmido es resistente. 

Finalmente, se dejó crecer a 37ºC durante 24 h para realizar la selección de los transformantes. 

Agrobacterium tumefaciens 

En este caso la cepa utilizada fue C58 de la especie A. tumefaciens la cual es otra variante 

electrocompetente. Esta especie bacteriana fue utilizada tanto para la transformación de M. polymorpha 

así como para la agroinfiltración de Nicotiana benthamiana, por su capacidad de introducir DNA 

foráneo en plantas. 

El método de transformación utilizado es idéntico al empleado con E. coli, a excepción de una serie de 

condiciones. El pulso eléctrico aplicado fue de 1440 V, la temperatura de incubación de 28 ºC y el 

crecimiento en placa se mantuvo 48h. Además del antibiótico correspondiente, el medio donde se realizó 

la selección debe estar suplementado con rifampicina y gentamicina. 
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3.3 Ensayo BiFC 

Para el ensayo de complementación de fluorescencia bimolecular, conocido en inglés como Bimolecular 

fluorescence complementation (BiFC), se diseñaron las construcciones MpSLY-YFN y MpSLY-YFC, 

donde se introdujo la CDS del gen MpSLY a los plásmidos de destino pMDC43-YFN y pMDC43-YFC 

(Belda-Palazón et al., 2012) respectivamente. Estas construcciones se realizaron gracias a una reacción 

LR del sistema de clonaje Gateway, donde el vector de entrada era MpSLY-pEN207 que se encontraba 

disponible en el laboratorio (Fernández-Bonilla., 2023) y se comprobó el plásmido generado mediante 

digestión. Además, también se utilizaron las construcciones MpDELLA-YFC, MpDELLA-YFN, 

GAIdel2-YFC y GAIdel2-YFN, disponibles en el laboratorio y obtenidos por el mismo método visto 

anteriormente. 

Posteriormente, se agroinfiltraron las hojas de hasta 3 plantas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas 

de edad con diferentes cultivos de A. tumefaciens portadores de las construcciones mencionadas 

anteriormente. En cada hoja de la planta se infiltraron dos combinaciones que actúan como control 

negativo y la combinación con la interacción de interés. El material vegetal se recogió a los 3 días de 

haber realizado la infiltración y las hojas fueron analizadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 780, 

excitando la proteína amarilla fluorescente (YFP) reconstruida a una longitud de onda de 503 nm y 

capturando su emisión a 517 nm. 

3.4 Generación de líneas mutantes y sobreexpresora de MpSLY 

3.4.1 Transformación de Marchantia polymorpha 

Todas las nuevas líneas se transformaron en un fondo que sobreexpresa MpDELLA de manera 

condicional gracias a la fusión con el receptor de glucocorticoide MpDELLA-GR. Sobre esta línea se 

generó líneas mutantes de Mpsly (MpDELLA-GR) mediante CRISPR-Cas9 y líneas transgénicas 

sobreexpresoras de MpSLY fusionadas a citrina, EF1::MpSLY-cit (MpDELLA-GR).  

Para realizar el proceso de transformación en M. polymorpha se siguió el procedimiento llevado a cabo 

en Kubota et al. (2013). En primer lugar, se cultivaron alrededor de 25 gemas de la planta madre, en este 

caso la línea MpDELLA-GR,  durante 14 días en condiciones de luz blanca fluorescente y ciclo de día 

largo (80 µmol de fotones m2s-1) a 22ºC en medio ½ Gamborg B5 1% sacarosa. Pasado este tiempo, se 

cortaron 2-3 mm de las partes apicales de la planta, siendo estas descartadas tal y como se muestra en la 

Figura 6. El resto del talo también se cortó en cuatro trozos, siendo estos cultivados durante 3 días a 

22ºC en medio ½ Gamborg B5 1% sacarosa para así promover la regeneración del tejido y favorecer la 

posterior transformación mediada por A. tumefaciens.  



10 
 

 

Figura 6. Descripción gráfica de los cortes realizados sobre la M. polymorpha durante el proceso 
de transformación 

Como ya se describió previamente, para realizar la transformación se utilizó la cepa de A. tumefaciens 

C58, transformada con la construcción de interés. Partiendo de una única colonia, se cultivó en 5 mL de 

medio LB líquido suplementado con el antibiótico de selección, rifampicina y gentamicina, en la 

proporción descrita anteriormente, en agitación durante 2 días a 28ºC. Concluido este tiempo se 

centrifugó 1mL a 2000 x g, resuspendiendo el pellet en 5 mL en medio 0M51C (10X 0M51C stock, 

sacarosa 2%, L-glutamina 0,03%, casaminoácidos 0,1%) con 100 M de 3,5-dimetoxi-4-

hidroxyacetofenona (acetosiringona) y se incubó a 28ºC alrededor de 6 h.  

Una vez obtenidas las plántulas y el cultivo bacteriano, se co-cultivaron durante 3 días a 22ºC, bajo 

condiciones de luz blanca, día largo(80 µmol de fotones m2s-1) en agitación (130 rpm) en 50 mL de 

medio 0M51C con 100 M de acetosiringona. Transcurrido este período, se procedió a realizar los 

lavados. Estos consisten en lavar 5 veces con agua esterilizada y una última vez con agua esterilizada 

suplementada con el antibiótico cefotaxima a una concentración de 1 mg/mL donde permanecerán 

durante 30 minutos con el fin de eliminar la mayor cantidad de A. tumefaciens posible. Una vez 

concluidos los lavados, se traspasaron los explantes a placas con medio de selección compuesto por 100 

mg/L de cefotaxima y 10 mg/L del antibiótico de selección que presente la construcción.  

Para generar líneas mutantes Mpsly MpDELLA-GR, se introdujo la secuencia para la síntesis de la Cas9 

y las dos RNA guía  (gRNA) Mpsly — cuya secuencia se encuentra en la Tabla 1— que actúa como guía 

permitiendo mutar la secuencia genómica del gen MpSLY. El plásmido donde se encontraban las 

secuencias y fue introducido al A. tumefaciens. era Mpsly (pMpGE010), disponible en el laboratorio. 

Mientras que la construcción que introdujo en las líneas sobreexpresoras de MpSLY está compuesta por 

el promotor fuerte EF1, la CDS del gen MpSLY y la CDS de la proteína citrina (cit). El plásmido donde 

se encontraba la construcción y fue introducido al A. tumefaciens. era pMpGWB108. 

3.4.2 Genotipado de las líneas Mpsly MpDELLA-GR 

Se realizó una extracción del DNA genómico siguiendo el protocolo empleado en Edwards et al. (1991) 

y se comprobó si el gen MpSLY había sido mutado mediante una PCR. Se realizó una PCR usando la 
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polimerasa de alta afinidad KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen®), utilizando MMS_091 como 

primer directo y MMS_092 como primer reverso — la secuencia de estas está detallada en la Tabla 1—

, el amplicón original es de 700 pb. El programa utilizado consta de un primer paso de desnaturalización 

durante 1 min a 95 ºC. A continuación, se realizaron 35 ciclos de 15 s a 95 ºC, 20 s a 51 ºC y 10 s a 72 

ºC. La extensión final se realizó durante 5 min a 72 ºC. 

Generando un amplicón en el control positivo de 700pb, las bandas de interés — aquellas que den una 

banda de menor tamaño a la del control — fueron extraídas gracias al kit Zymoclean™ Gel 

DNARecovery Kit y se mandaron a secuenciar para comprobar donde se había producido la mutación. 

3.4.3 Genotipado de las líneas EF1:MpSLY-cit MpDELLA-GR 

Para comprobar si había una expresión diferencial de MpSLY entre las líneas se realizó una RT-PCR, 

comprobando así que el transgén expresaba de forma mayoritaria el gen con respecto a la silvestre y a 

la línea MpDELLA-GR. Para ello se hizo crecer las líneas sobreexpresoras de MpSLY (MpSLYox) 

obtenidas, la línea MpDELLA-GR y la línea silvestre Tak-1 durante 2 semanas en luz fluorescente 

blanca en ciclo de día largo (80 µmol de fotones m2s-1). Se realizaron 3 réplicas biológicas para cada 

línea.  Los pasos que se detallan a continuación se realizaron para cada repetición. 

Pasado el tiempo de crecimiento, se recogió el material vegetal y se introdujo en N2 líquido para así 

triturarlas usando un mortero y se obtuvo un polvo de tejido. Una cantidad de 500 mg de este polvo fue 

transferido a un tubo Eppendorf para así poder realizar la extracción de ARN utilizando el kit 

Nucleospin® RNA Plant de Macherey-Nagel. Posteriormente, se verificó la concentración y la calidad 

del ARN extraído utilizando el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. Todas las concentraciones de 

las extracciones se llevaron a la dilución más baja obtenida para evitar discrepancias debido a la 

eficiencia de la extracción. 

Con el ARN obtenido se realizó una RT-PCR, para así obtener cDNA mediante una retrotranscripción 

utilizando el sistema NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (NZYTech) según las instrucciones del 

fabricante. Acto seguido procedió a realizarse una PCR utilizando la polimerasa de baja afinidad MyTaq 

Red DNA Polymerase (Meridian BioscienceTM) y se emplearon MMS_097 como primer directo y 

MMS_092 como primer reverso — la secuencia de estas está detallada en la Tabla 1—, generando un 

amplicón de 200 pb . El programa utilizado consta de un primer paso de desnaturalización durante 1 

min a 95 ºC. A continuación, se realizaron 35 ciclos de 15 s a 95 ºC, 20 s a 51 ºC y 10 s a 72 ºC. La 

extensión final se realizó durante 5 min a 72 ºC. 

Otra forma de comprobar que el transgén había sido introducido de forma correcta fue mediante 

visualización de fluorescencia en el microscopio confocal. Para ello se cultivaron durante dos días gemas 

de MpSLYox que fueron analizadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 780, al reportero -citrina a 

una longitud de onda de 515 nm y capturando su emisión a 528 nm. 
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Además, para comprobar si las plantas seguían manteniendo el transgén MpDELLA-GR se realizó una 

PCR. En este caso, se utilizó la polimerasa de baja afinidad MyTaq Red DNA Polymerase (Meridian 

BioscienceTM) y se emplearon DELLA:GRfw como primer directo y DELLA:GRrv como primer 

reverso — la secuencia de estas está detallada en la Tabla 1—, generando un amplicón de. El programa 

utilizado consta de un primer paso de desnaturalización durante 1 min a 95 ºC. A continuación, se 

realizaron ciclos de 35 veces con 15 s a 95 ºC, 20 s a 57 ºC y 10 s a 72 ºC. La extensión final se realizó 

durante 5 min a 72 ºC. 

3.5 Fenotipado de las líneas mutantes y sobreexpresoras 

Todas la líneas mutantes, sobreexpresoras y la planta madre MpDELLA-GR se cultivaron durante 21 

días en medio ½ Gamborg B5 1% sacarosa a 22 ºC en condiciones de luz blanca fluorescente día largo 

(80 µmol de fotones m2s-1). Posteriormente, se realizó la toma de imágenes gracias al macroscópico 

digital Leica DMS1000. 

3.6 Aparición de gametangióforos 

En esta ocasión, 3 gemas de todas la líneas mutantes Mpsly (MpDELLA-GR), la línea sobreexpresora 

EF1::MpSLY-CITRINA (MpDELLA-GR) #9, la línea sobreexpresora de MpDELLA 

(EF1::MpDELLA-FLAG) y Tak-1 se cultivaron primeramente durante 3 semanas en medio ½ 

Gamborg B5 1% sacarosa creciendo a 22ºC en condiciones de luz blanca fluorescente en ciclo de día 

largo (80 µmol de fotones m2s-1). Posteriormente, se pasaron a tierra y crecieron durante 22 días a 22 ºC 

en condiciones de luz blanca suplementada con rojo lejano, para inducir la aparición de 

gametangióforos, en ciclo de día largo (16 h luz + 8 h oscuridad). 

Se contaron el número de gametangióforos día a día y a la finalización del experimento se recolectaron 

los gametangióforos formados y se tomaron imágenes gracias al macroscópico digital Leica DMS1000. 

3.7 Crecimiento con dexametasona (DEX) 

Para este ensayo se propagaron alrededor de 20 gemas/medio de cultivo de todas la líneas mutantes, 

sobreexpresoras y la planta madre MpDELLA-GR, que se cultivaron durante 3 semanas a 22ºC en 

condiciones de luz blanca fluorescente continua (100µmol de fotones m2s-1). Los medios de cultivo van 

a ser ½ Gamborg B5 1% sacarosa (mock) y ½ Gamborg B5 1% sacarosa suplementado con 

dexametasona a 100 nM (DEX).  Las plantas se pasaron a medio fresco a la semana de ser cultivadas 

con el fin de ver el efecto de la dexametasona de forma correcta. Transcurridas las 3 semanas de cultivo, 

se tomaron imágenes de cada una de las placas y se trató digitalmente las imágenes. Las mediciones de 

las áreas fueron realizadas con ImageJ (Schneider et al., 2012), midiendo para cada una de las líneas un 

número mayor o igual a 18 plantas. 

Se repitió el ensayo para MpDELLA-GR y las líneas sobreexpresoras, en esta ocasión con 3 tipos de 

medios distintos: mock, 100 nM DEX y 1 M DEX. Se dejaron crecer a las plantas durante 2 semanas 
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en las mismas condiciones de luz y temperatura que en el ensayo anterior, midiendo para cada una de 

las líneas un número mayor o igual a 10 plantas. 

Se evaluaron las diferencias de áreas entre las diversas líneas generadas utilizando análisis two-way 

ANOVA para realizar comparaciones múltiples. Todo esto se llevó a cabo utilizando el software 

GraphPad Prism 5.  

3.8 SDS-PAGE y Western Blot  

Las líneas utilizadas en esta ocasión son una línea madre que presenta la construcción 

EF1::MpDELLA-FLAG, la cual se encontraba disponible en el laboratorio con anterioridad y varias 

líneas EF1::MpSLY-CITRINA EF1::MpDELLA-FLAG. Todas ellas se generaron a partir de la 

transformación de la línea madre con la construcción EF1::MpSLY-CITRINA mediante el protocolo 

visto con anterioridad. Para genotipar estas nuevas líneas creadas, se realizó una PCR con la polimerasa 

de baja afinidad MyTaq Red DNA Polymerase (Meridian Bioscience) usando el primer MMS_097 como 

primer directo y GFP_rv como primer reverso —las secuencias de ambos primers se detallan en la Tabla 

1—, generando un amplicón de 525pb. El programa utilizado consta de un primer paso de 

desnaturalización durante 1 min a 95 ºC y 35 ciclos de 15 s a 95 ºC, 20 s a 58 ºC y 10 s a 72 ºC. La 

extensión final se realizó durante 5 min a 72 ºC. 

Para comparar los niveles de proteína MpDELLA que había en cada línea se realizó un ensayo Western 

Blot. En este ensayo se propagaron gemas de todas las líneas en medio ½ Gamborg B5 1% sacarosa 

durante 2 semanas a 22ºC en condiciones de luz blanca fluorescente continua (100 µmol de fotones m2s-

1). Para ello, se recogió muestra de las plantas a analizar, congelando el tejido en N2 líquido y 

machacando en el mortero, extrayendo así su contenido proteico y obteniendo un polvo de tejido. 

Se transfirieron 500 mg de este polvo a tubos Eppendorf de 2 mL. Se añadieron 250 μL de tampón 

Laemmli 4X (Tris-HCl 0,135 M, pH 6,8, SDS al 4 %, glicerol al 50 %, azul de bromofenol al 0,03 %) 

complementado con ditiotreitol (DTT) 1 M y los tubos se homogenizaron mediante el uso del Vortex y 

se dejaron en hielo durante 15 minutos. Los tubos se centrifugaron dos veces a 4 °C durante 15 minutos 

a la máxima velocidad. Los sobrenadantes se combinaron en un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL.  

Una vez obtenidas, se procedió a realizar el ensayo Western Blot en geles de poliacrilamida, compuestos 

por un gel de concentración al 5% (125 mM de Tris-HCl, pH 6.8, 0.1% de SDS, 5% de 

acrilamida/bisacrilamida, 0.1% de APS (p/v), 0.2% de TEMED (v/v)) y un gel de resolución al 10% 

(375 mM de Tris-HCl pH 8.8, 0.1% de SDS (p/v), 10% de acrilamida/bisacrilamida, 0.05% de APS 

(p/v), 0.05% de TEMED (v/v)).  Se cargaron 80 L de todas las líneas a genotipar y se realizó una 

electroforesis en gel de SDS-PAGE. Se llevó a cabo en posición vertical utilizando el sistema Mini-

Protean Tetra Cell de Bio-Rad, empleando Running Buffer 1X de Bio-Rad. El gel se resolvió a 140 V 

durante 90 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las proteínas se transfirieron del gel a una 
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membrana PVDF (AmershamTM HybondTM, GE Healthcare Life Sciences) previamente activada en 

metanol, utilizando el Mini Trans-Blot® Module de Bio-Rad a 100 V durante 1 hora a 4 °C. Se verificó 

la presencia de proteínas utilizando una solución Ponceau-S y se bloquearon las membranas, durante 1 

hora, en agitación utilizando una solución de bloqueo (TBS 0,1%, Tween 20 (TBS-T), leche en polvo 

desnatada al 5%) para evitar uniones inespecíficas. Tras ello, se incubó con el anticuerpo α-FLAG-HRP 

(ANTI-FLAG® M2-Peroxidase (HRP); Sigma-Aldrich), a una concentración 1:5000 diluido en 

solución de bloqueo durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con TBS-

T durante 1x15 minutos y 3x5 minutos a la misma temperatura. Para el revelado, se añadió un sustrato 

quimioluminiscente siguiendo las instrucciones del fabricante NZY Advanced ECL (Nzytech) y se 

detectaron las bandas resultantes en el Amersham ImageQuant 800 (Cytiva). 

3.9 RNA-seq 

Las líneas utilizadas en este ensayo fueron MpDELLA-GR, Mpsly-2 MpDELLA-GR y EF1::MpSLY-

cit MpDELLA-GR #9. Se propagaron 25 gemas/medio de cada línea para poder obtener la mayor 

cantidad de tejido posible y se dejaron crecer en ambos tratamientos durante 2 semanas a 22ºC en 

condiciones de luz blanca fluorescente continua (100 µmol de fotones m2s-1). Los medios utilizados son 

mock y DEX. Se recogió el material vegetal e inmediatamente se congelaron en nitrógeno líquido. Una 

vez congeladas, se machacaron las muestras utilizando un mortero y se extrajo el contenido de RNA 

mediante el uso del kit Nucleospin® RNA Plant de la empresa Macherey-Nagel. Tras esto, se comprobó 

la concentración obtenida de RNA durante la extracción, así como su calidad utilizando el 

espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 y se llevaron todas las concentraciones de las extracciones a la 

dilución más pequeña obtenida para evitar diferencias debidas a la eficiencia de la extracción. La 

preparación de librerías y la secuenciación se realizaron en una plataforma Illumina NextSeq 500 en el 

Beijing Genomics Institute (Hong Kong, China), que nos suministraron un mínimo de 20 millones de 

lecturas “paired-ends” de 100 pb por muestra. La calidad de las lecturas se comprobó con FastQC 

v.0.11.9. Los adaptadores se eliminaron de las lecturas usando Cutadapt, y los alineamientos a la v6 del 

genoma de M. polymorpha y el conteo de lecturas por gen se realizaron con distintas opciones del 

paquete Samtools en Linux. Por último, el análisis de expresión diferencial se realizó con la herramienta 

online Degust (https://degust.erc.monash.edu/) empleando el programa Limma.  
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Tabla 1. Secuencias de los primers y guías utilizados. 

Nombre Secuencia 

gRNA1 Mpsly 5’- CTC GAT CAT CAT CAG GAA ACG AGG -3’ 

gRNA2 Mpsly 5’- TAG TAG TAG TCC TTT GCT CCC AAA -3’ 

MMS_091 (fw) 5’- CTG CTC ATC ATC ATC GTC ATC G -3’ 

MMS_092 (rv) 5’- ACT TGG TCT TTG CTC CAT TCG -3’ 

DELLA:GRfw (fw) 5’- AGG AGA ACA ATG GCT GCC -3’ 

DELLA:GRrv (rv) 5’- AGG GGT GAG CTG TGG TAA T -3’ 

MMS_097(fw) 5’- TCG ATT CAG CAC TGG CCA T -3’ 

GFP_rv (rv) 5’- TCG CCG GAC ACG CTG AAC TTG TG -3’ 
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4. RESULTADOS 

4.1 MpSLY y MpDELLA interaccionan físicamente entre sí en plantas 

Para averiguar si MpSLY y MpDELLA están relacionadas funcionalmente, el primer paso es comprobar 

si son capaces de interaccionar entre sí, como sucede en otras especies de plantas vasculares (Hernández-

García et al., 2019; 2021).  En un trabajo previo se había comprobado que MpSLY y MpDELLA 

interaccionan entre ellas en un ensayo de doble híbrido de levadura (Y2H) (Fernández-Bonilla, 2023). 

Ya que se trata de un sistema heterólogo muy alejado de las plantas, decidimos emplear una nueva 

técnica esta vez para comprobar si dicha interacción se produce también en células vegetales. Para ello 

se realizó un ensayo de complementación bimolecular de fluorescencia (BiFC) en Nicotiana 

benthamiana. 

La BiFC consiste en la agroinfiltración de hojas de N. benthaminana con los genes objeto de estudio 

fusionados cada uno con las mitades complementarias de una proteína fluorescente que por sí solas no 

presentan la capacidad de emitir luz. Así pues, si se da una interacción entre las dos proteínas de interés 

las dos mitades del fluoróforo estarán lo suficientemente cercanas como para reconstruir el fluoróforo 

completo y así poder emitir cuando absorbe radiación a la longitud de onda correspondiente.  

 

Figura 7. Esquema gráfico del ensayo de BiFC donde la proteína YFP es dividida en dos partes 
y si se da la interacción reconstruirá la proteína, emitiendo luz. 

En este trabajo se utilizó como fluoróforo la proteína fluorescente amarilla (YFP), que se excita a una 

longitud de onda de 503nm y emite a una longitud de onda de 517 nm cuando esta se reconstituye. En 

este caso se fusionó MpDELLA con la mitad N-terminal de la YFP (YFN) y MpSLY con la mitad C-

terminal (YFC). También se realizaron las construcciones recíprocas, así como una pareja de 

construcciones control: GAIdel2-YFN y GAIdel2-YFC.  La proteína GAIdel2 es la una versión truncada 

de la proteína GAI que ha perdido la capacidad de interaccionar con ninguna proteína (Marín-de la Rosa 

et al., 2015).  
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Figura 8. Ensayo BiFC: interacción entre MpDELLA y MpSLY, se usó GAIdel2 como control 
negativo. YFP reconstruida se excita a 503 nm y emite a 517 nm 

Tal y como se muestra en la Figura 8, tanto cuando se analiza la interacción YFN-MpSLY con YFC-

MpDELLA como cuando se analiza la interacción YFN-MpDELLA con YFC-MpSLY se mostró señal 

fluorescente en las hojas, mientras que en las interacciones usadas como controles negativos no aparece 

señal como cabría esperar. Este resultado nos permite confirmar en células vegetales la interacción entre 

MpSLY y MpDELLA que ya se veía en levaduras. 

4.2 La presencia/ausencia de MpSLY altera el efecto de la actividad de 
MpDELLA 

Para investigar si la interacción entre MpSLY y MpDELLA tiene algún efecto sobre la actividad de 

MpDELLA, decidimos generar mutantes de M. polymorpha de pérdida y de ganancia de función de 

MpSLY. Y para relacionar el fenotipo de estos mutantes con la actividad de MpDELLA, realizamos 

dichas mutaciones en un fondo genético denominado MpDELLA-GR. Este fondo genético proviene del 

silvestre Tak-1 que se transformó con la construcción EF1:MpDELLA-GR. Estas plantas expresan de 

manera constitutiva una fusión entre MpDELLA y el receptor de glucocorticoides (GR). La presencia 

de GR confiere a MpDELLA una localización citoplasmática, y sólo se trasloca al núcleo (donde 

realmente ejerce su función) cuando las plantas se tratan con el glucocorticoide dexametasona (DEX) 

(Figura 9) (Hernández-García et al., 2021). En los ensayos que realizaremos provocaremos la 

acumulación de MpDELLA en el núcleo en fondos silvestre y mutantes, y observaremos el efecto que 

tiene dicha MpDELLA sobre el crecimiento de las plantas. 
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Figura 9. Representación del efecto de la MpDELLA-GR en presencia y ausencia de DEX 

Las líneas mutantes se generaron mediante el uso de CRISPR/Cas9 usando dos RNA guías: “gRNA1 

Mpsly” y “gRNA2 Mpsly”, los cuales dirigen a las Cas9 a la secuencia del gen MpSLY permitiendo así 

su mutación (Figura 10A). Gracias a la utilización de los primers MMS_091 y MMS_092, se 

genotiparon las líneas mutantes obtenidas resultando en tres alelos— Mpsly-2 (MpDELLA-GR), Mpsly-

18 (MpDELLA-GR) y Mpsly-22 (MpDELLA-GR)— cuyas secuencias fueron modificadas tal y como 

se detallan en la Figura 10B. Mientras que en Mpsly-2 (MpDELLA-GR) sufrió una deleción en 2 bases, 

Mpsly-18 (MpDELLA-GR) se vio alterado mediante una deleción de 5 bases y, en cambio, en Mpsly-

22 (MpDELLA-GR) se adicionaron dos bases. Todas estas modificaciones en la secuencia del gen 

provocan un cambio en la pauta de lectura produciendo una versión truncada al inicio de MpSLY. 
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Figura 10. Genotipado de la mutación del gen MpSLY mediante el sistema Crisp/CAS9 en 
el fondo genético MpDELLA-GR. A. Esquema gráfico de la secuencia MpSLY, las guías y los 
primers utilizados durante el genotipado. B. Secuencia de DNA de MpSLY (3528 pb) en la línea 
silvestre Tak-1 y las líneas mutantes Mpsly generadas mediante CRISPR/Cas9, alrededor de la 
secuencia PAM (subrayada) Las deleciones se indican con (-) y las inserciones están escritas en 
rojo 

Por otra parte, las líneas sobreexpresoras de MpSLY (MpSLYox) se crearon a partir de la transformación 

de la línea MpDELLA-GR, introduciéndole la construcción EF1:MpSLY-citrina,  donde el gen 

MpSLY fusionado al reportero -citrina se expresa bajo el control de un promotor constitutivo. Se 

generaron cuatro líneas MpSLYox distintas — EF1:MpSLY-citrina (MpDELLA-GR) #8, 

EF1::MpSLY-citrina (MpDELLA-GR) #9, EF1::MpSLY-citrina (MpDELLA-GR)#12 y 

EF1::MpSLY-citrina (MpDELLA-GR) #15 —, cuya identidad se comprobó mediante PCR de la 

secuencia de MpDELLA-GR usando los primers DELLA:GRfw y DELLA:GRrv (amplicón de 242pb) 

(Figura 11A y 11B). Para comprobar si hay un patrón de expresión de MpSLY mayor en MpSLYox se 

extrajo el ARN de plantas de 2 semanas de edad y se realizó una RT-PCR del transcrito del gen MpSLY 

usando los primers MMS_097 y MMS_092 (amplicón de 200pb) (Figura 11C y 11D). Se obtuvieron los 

resultados mostrados en la Figura 11D, observándose señal pero sin poder concluir diferencias 

significativas. La comprobación de que el transcrito se estaba expresando llegó mediante la observación 

en el microscopio confocal del reportero -citrina unida a la proteína MpSLY (Figura11E). 
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Figura 11. Genotipado de MpSLYox A. Esquema gráfico de la secuencia MpDELLA-GR y los 
primers utilizados durante el genotipado. B. Gel de electroforesis que muestra el resultado de la 
PCR generando un amplicón de 242 pb con los primers DELLA:GRfw y DELLA:GRrv cada 
carril muestra los siguiente: C1: GeneRuler 1kb DNA Ladder; C2: H2O ; C3: Tak-1; C4:  
MpDELLA-GR; C5: EF1a::MpSLY-CITRINA #8 (MpDELLA-GR); C6: EF1a::MpSLY-CITRINA 
#9 (MpDELLA-GR); C7: EF1a::MpSLY-CITRINA #12 (MpDELLA-GR); C8: EF1a::MpSLY-
CITRINA #15 (MpDELLA-GR) C. Esquema gráfico de la secuencia EF1a::MpSLY-citrina y los 
primers utilizados durante el genotipado. D. Gel de electroforesis que muestra el resultado de la 
PCR generando un amplicón de 242 pb con los primers MMS_097 y MMS_092 cada carril 
muestra los siguiente: C1: GeneRuler 1kb DNA Ladder; C2-C4: Tak-1 ; C5-7: MpDELLA-GR; 
C8-10: EF1a::MpSLY-CITRINA #8 (MpDELLA-GR); C11-13: EF1a::MpSLY-CITRINA #9 
(MpDELLA-GR); C14-16: EF1a::MpSLY-CITRINA #12 (MpDELLA-GR); C17-19: 
EF1a::MpSLY-CITRINA #15 (MpDELLA-GR) E. Imagen capturada al microscopio confocal 
Zeiss LSM 780 excitando al reportero -citrina a una longitud de 515 nm y capturando la emisión 
a 528 nm. 
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A simple vista, las líneas sobreexpresoras y mutantes de MpSLY no mostraron grandes diferencias de 

aspecto o de tamaño con respecto a su parental MpDELLA-GR en ausencia de DEX (es decir, con 

niveles silvestres de actividad MpDELLA) (Figura 12). Tan sólo se puede destacar que las Mpsly eran 

ligeramente más pequeñas y presentaban más gemma cups, que son las estructuras donde se generan las 

gemas utilizadas para la propagación asexual de la planta, y en zonas diferentes a MpDELLA-GR. En 

cambio, algunas de las MpDELLA-GR desarrollaban más talos que las plantas mutantes. Por el 

contrario, las línea MpSLYox desarrollaron más lóbulos en el talo que el resto de las líneas, y además 

eran más alargadas a las demás y con un desarrollo retrasado de gemma cups.   

 

Figura 12.  Fenotipado de la líneas mutantes Mpsly y MpSLYox comparadas con su fondo 
genético MpDELLA-GR, después de crecer durante tres semanas en medio ½ Gamborg B5 1% 
sacarosa a 22ºC a luz blanca fluorescente en ciclo de día largo. Las circunferencias discontinuas 
blancas muestran la localización de las gemma cups. La escala mostrada en las imágenes es de 5 
mm. 

Uno de los defectos causados por la sobreacumulación de MpDELLA en el núcleo es el retraso en la 

formación de gametangióforos (Hernández-García et al, 2021). Para averiguar si la actividad de MpSLY 

influye en este proceso reproductivo de , se indujo la formación de gametangióforos mediante la 

iluminación con luz roja lejana (Kohchi et al., 2021) y se contabilizaron las estructuras que aparecían. 

Como se había descrito previamente, las plantas silvestres comenzaron a producir gametangióforos a 

los 12 días, mientras que la sobreexpresión de MpDELLA impedía la entrada en fase reproductora.  En 

cuanto a MpSLY, dos de las líneas de pérdida de función mostraron un amplio retraso en la formación 

de gametangióforos, mientras que la tercera línea se comportó como una silvestre. Y la única línea 

sobreexpresora examinada también mostró una ausencia de gametangióforos durante todo el 
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experimento (Figura 13). En cuanto a la morfología de los gametangióforos, eran de mayor tamaño 

aquellos que provenían de Tak-1 con respecto a los mutantes, siendo entre estos Mpsly-2 el que 

presentaba anteridióforos (gametangióforo masculino) más grandes. 

Figura 13. Formación de gametangióforos en líneas sobreexpresoras de MpDELLA, MpSLY y 
mutantes Mpsly. Junto a cada gráfica se muestra una imagen representativa del anteridióforo 
(gametangióforo masculino), de cada una de las líneas donde aparecieron gametangióforos. La 
escala mostrada en las imágenes es de 2 mm. 

Una vez caracterizado el efecto de la sobreexpresión y la mutación de MpSLY en plantas silvestres para 

MpDELLA, decidimos examinar el efecto de dichas alteraciones sobre la actividad de MpDELLA de 

forma más específica. Para ello hicimos uso de uno de los efectos más claros de la sobreacumulación de 

MpDELLA: la inhibición del crecimiento vegetativo de M. polymorpha (Hernández-García, Sun, et al., 

2021). Se cultivaron plantas de M. polymorpha de los distintos genotipos durante 3 semanas en ausencia 

(mock) y en presencia de 100 nM DEX y se midió el área de varias plantas de cada línea. 

La activación de MpDELLA-GR causó una reducción significativa en el tamaño de las plantas tanto en 

fondo silvestre como Mpsly  (Figura 14A). En cuanto a las diferencias entre genotipos, se vio que todas 

las mutantes menos Mpsly-22 (MpDELLA-GR) presentaban diferencias de tamaño en mock con 

respecto a la planta madre en mock. Por ejemplo, la línea Mpsly-18 (MpDELLA-GR) en mock no 

presentaba diferencias significativas con respecto a MpDELLA-GR en 100 nM DEX (Figura 14A). 

También se calculó el cociente de inhibición del crecimiento por el tratamiento de DEX en cada línea, 
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no resultando en diferencias significativas entre las líneas (Figura 14B), pero las líneas Mpsly-2 y 

Mpsly-18 respondieron a DEX reduciendo aún más que una silvestre el tamaño final de las plantas. 

 

Figura 14. Tratamiento DEX de Mpsly. A. Medidas de área de MpDELLA-GR y las líneas 
mutantes de MpSLY con 3 semanas de edad cultivadas en mock (-) y en presencia de una 
concentración de 100 nM DEX  (+). El número mínimo de plantas fenotipadas fue de 18 para 
todas las líneas. Los valores de cada línea y para cada tratamiento que no comparten la misma 
letra difieren significativamente. B. Ratios DEX/mock para cada una de las líneas. 

Por otro lado, las líneas sobreexpresoras también fueron comparadas con MpDELLA-GR. A diferencia 

de las mutantes de pérdida de función, todas las líneas sobreexpresoras se mostraron insensibles al 

tratamiento con 100 nM DEX. no son significativamente diferentes en tamaño cuando crecen en mock. 

En cambio, EF1::MpSLY-CITRINA #12 (MpDELLA-GR) y EF1::MpSLY-CITRINA #15 

(MpDELLA-GR)  no responden al tratamiento de DEX, en cuanto a una reducción de tamaño ya que no 

presentaban diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, las línea EF1::MpSLY-

CITRINA #8 (MpDELLA-GR) o la línea EF1a::MpSLY-CITRINA #9 (MpDELLA-GR) obtuvieron una 

diferencia significativa entre los dos tratamientos pero no una reducción sino un aumento en la superficie 

medida (Figura 15A). Al igual que ocurrió con las mutantes, se calculó el cociente de inhibición del 

crecimiento por el tratamiento de DEX, no resultando en diferencias significativas entre las líneas 

sobreexpresoras pero si con MpDELLA-GR (Figura 15B). 

Para ver si la capacidad inhibitoria de MpSLY sobre la actividad de MpDELLA dependía de la dosis 

relativa de las dos proteínas, repetimos el experimento a una concentración mayor de DEX (1 µM).  

Como muestra la Figura S1, a esta concentración de DEX las plantas con sobreexpresión de MpSLY sí 

que redujeron su tamaño, aunque dicha reducción fue menor que la observada en la línea MpDELLA-

GR con niveles normales de MpSLY. 
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Figura 15. Tratamiento DEX de MpSLYox A. Medidas de área de MpDELLA-GR y las líneas 
sobreexpresoras de MpSLY con 3 semanas de edad cultivadas en mock (-) y en presencia de una 
concentración de 100 nM DEX  (+). El número mínimo de plantas fenotipadas fue de 18 para 
todas las líneas. Los valores de cada línea y para cada tratamiento que no comparten la misma 
letra difieren significativamente. B. Ratios DEX/mock para cada una de las líneas. 

4.3 La sobreexpresión de MpSLY altera la cantidad de proteína en 
MpDELLAox 

Teniendo en cuenta la identidad de MpSLY (una proteína F-box, que suele estar implicada en el marcaje 

de proteínas para su degradación), la interacción física con MpDELLA, y el efecto negativo de MpSLY 

sobre la actividad de MpDELLA, una explicación hipotética para la relación funcional entre ambas 

proteínas sería que MpSLY promoviese la degradación de MpDELLA. Para comprobarlo, se construyó 

una línea transgénica de M. polymorpha expresando la proteína MpDELLA etiquetada con el epítopo 

Flag bajo el control de un promotor constitutivo, y sobre ella se introdujo la construcción para 

sobreexpresar MpSLY-citrina.   La comprobación de que las líneas generadas presentaban el transgén 

MpSLY-citrina se realizó mediante PCR como se muestra en la Figura 16A. De esta manera se 

seleccionaron las líneas:  EF1::MpSLY-CITRINA #1 (EF1:MpDELLA-FLAG), EF1:MpSLY-

CITRINA #4 (EF1::MpDELLA-FLAG), EF1::MpSLY-CITRINA #7 (EF1::MpDELLA-FLAG), 

EF1:MpSLY-CITRINA #8 (EF1:MpDELLA-FLAG) y EF1::MpSLY-CITRINA #9 

(EF1::MpDELLA-FLAG).  
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Figura 16. Genotipado EF1::MpSLY-CITRINA (EF1::MpDELLA-FLAG A. Esquema gráfico 
de la secuencia EF1:MpSLY-CITRINA y los primers utilizados durante el genotipado. B. Gel 
de electroforesis que muestra el resultado de la PCR generando un amplicón de 525 pb con los 
primers DELLA:GRfw y DELLA:GRrv cada carril muestra los siguiente: C1: GeneRuler 1kb 
DNA Ladder; C2: H2O ; C3: MpSLY- pMpGWB108; C4: EF1::MpSLY-CITRINA #1 
(EF1::MpDELLA-FLAG) ; C5: EF1::MpSLY-CITRINA #2 (EF1::MpDELLA-FLAG); C6: 
EF1::MpSLY-CITRINA #3 (EF1::MpDELLA-FLAG); C7: EF1::MpSLY-CITRINA #4 
(EF1::MpDELLA-FLAG); C8: EF1::MpSLY-CITRINA #5 (EF1::MpDELLA-FLAG); C9: 
EF1::MpSLY-CITRINA #6 (EF1::MpDELLA-FLAG); C10: EF1::MpSLY-CITRINA #7 
(EF1::MpDELLA-FLAG); C11: EF1::MpSLY-CITRINA #8 (EF1::MpDELLA-FLAG); 
C12: EF1::MpSLY-CITRINA #9 (EF1::MpDELLA-FLAG) 

A continuación realizamos un análisis de Western Blot utilizando el anticuerpo -FLAG-HRP en 

muestras extraídas de plantas de 14 días de edad de la línea EF1::MpDELLA-Flag y dos líneas 

EF1::MpDELLA-FLAG MpSLYox (#1 y #8).  

 

Figura 17. Ensayo Western Blot utilizando el anticuerpo -FLAG-HRP. Cada columna contiene: 
C1: PageRuler Prestained Protein Ladder ; C2: EF1:MpDELLA-FLAG; C3: EF1::MpSLY-
CITRINA #1 (EF1:MpDELLA-FLAG); C4: EF1::MpSLY-CITRINA #8 (EF1:MpDELLA-
FLAG).  En la primera fila se muestra el resultado del revelado quimioluminiscente del 
anticuerpo, en la segunda se muestra la imagen del Ponceau y en la tercera fila se muestran los 
valores de la normalización de la abundancia de MpDELLA-FLAG con respecto a la línea 
EF1::MpDELLA-FLAG 
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Como muestra la Figura 17, el resultado obtenido mostró que la línea EF1:MpDELLA-Flag presenta 

mayor cantidad de proteínas MpDELLA que las dos líneas sobreexpresoras MpSLY, las cuales su 

cantidad de MpDELLA se vio reducida a la mitad aproximadamente. 

4.4 Análisis transcriptómico de la pérdida de función de MpSLY 

Los resultados mostrados hasta ahora sugieren que MpSLY podría ser la proteína F-box que regula los 

niveles de la proteína MpDELLA: los mutantes Mpsly mostraron mayor sensibilidad frente a 

MpDELLA al analizar su efecto en el crecimiento del talo; y la sobreexpresión de MpSLY causó una 

reducción en los niveles de MpDELLA, así como una mayor insensibilidad a la activación de 

MpDELLA. Para saber si la hipotética regulación de MpDELLA por MpSLY se manifiesta únicamente 

en el control del crecimiento o si se podría extender a otros procesos regulados por MpDELLA de forma 

general, decidimos realizar un análisis transcriptómico de plantas en las que activamos MpDELLA-GR 

mediante la adición de DEX, tanto en un fondo silvestre como en un fondo mutante para Mpsly. 

Se cultivaron plantas EF1::MpDELLA-GR (a partir de ahora “DGR”) y del mutante 

EF1::MpDELLA-GR Mpsly-2 (a partir de ahora “Mpsly”) durante 14 días en medio ½ Gamborg B5 

1% sacarosa (mock) y medio ½ Gamborg B5, 1% sacarosa suplementado con 100nM DEX (DEX), tras 

lo que se recogieron las muestras, se extrajo el RNA y se envió a secuenciar a la empresa Beijin 

Genomics Institute (BGI) mediante la plataforma de Illumina. El análisis informático indicó que el 

comportamiento transcriptómico fue significativamente distinto en las cuatro condiciones (los dos 

genotipos y el tratamiento) (Figura 18A). El tratamiento con DEX en una planta silvestre para MpSLY 

causó una expresión diferencial, estadísticamente significativa (FDR<0.01) de 269 genes (208 

inducidos, 61 reprimidos) (Figura 18B). Ese mismo tratamiento en el mutante Mpsly alteró la expresión 

de 518 genes (299 inducidos, 219 reprimidos) (Figura 18B). Pero lo que resultó más interesante es que 

entre los genes diferencialmente regulados por MpDELLA en un fondo silvestre, la tendencia fue la de 

mostrar una diferencia todavía mayor en el mutante Mpsly (Figura 18C). Estos resultados encajan con 

la idea de que la falta de MpSLY causa una mayor acumulación de MpDELLA y por tanto unos mayores 

efectos transcripcionales que en plantas silvestres. 
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Figura 18. Análisis transcriptómico de MpDELLA-GR (DGR) y la línea mutante de MpSLY 
(Mpsly). A. Análisis de las componentes principales (PCA) de las líneas crecidas en mock y en 
100 nM DEX. B. Diagrama de Venn mostrando el número de genes que se expresan (rojo) o se 
reprimen(azul)  dos veces más (log2FC>1 para los sobreexpresados y log2FC< - 1 para los 
reprimidos, con un false discovery rate (FDR) < 0.01) cuando crecen en 100 nM DEX en ambas 
líneas, superponiéndose los genes donde ocurre el suceso en ambas líneas. C. Gráfica de 
inducción de expresión por DEX, donde en el eje X se muestra el log2FC de DELLA-GR (DGR) 
cuando crece en DEX frente a mock y el eje Y muestra ese mismo valor para Mpsly (DELLA-
GR). La línea gris discontinua muestra la línea de tendencia de la constante 
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5. DISCUSIÓN 
Las fitohormonas, como las giberelinas, desempeñan un papel fundamental en la integración de 

estímulos externos al activar una vía de señalización en respuesta a ellos. Sin embargo, esta ruta no está 

conservada a lo largo de los linajes de las plantas. Las plantas no vasculares como Marchantia 

polymorpha, carecen de GAs y su receptor GID1, no obstante, se han identificado ortólogos tanto de 

DELLA y como de la f-box SLY, responsable de la poliubiquitinación y degradación de las DELLA. 

Esto plantea la hipótesis de que la f-box pueda regular de forma independiente la degradación de 

MpDELLA.  

5.1 MpSLY y MpDELLA interaccionan físicamente entre sí en plantas 

Para ello se comprobó si estas dos proteínas presentaban la capacidad de interactuar entre ellas. Hirano 

et al, revela que la interacción entre DELLA y SLY en los ortólogos de arroz ocurre específicamente 

cuando la proteína DELLA experimenta cambios conformacionales debido a la unión del complejo 

hormona giberelina (GA)-receptor GID1 (Hirano et al., 2010). En cambio, nuestro ensayo de BiFC 

muestra la interacción entre estas dos proteínas sin la necesidad de ninguna interacción previa (Figura 

8). Esto respalda los resultados vistos previamente en el laboratorio donde se llegó a la misma conclusión 

empleando el sistema Y2H (Fernández-Bonilla, 2023). Estos resultados confirman que la interacción 

entre ambas proteínas sigue siendo efectiva en células vegetales. Aun así, estos dos ensayos solo 

permiten visualizar si la interacción existe o no, pero no indica como se da ni en qué región ocurre. 

5.2 La presencia/ausencia de MpSLY altera el efecto de la actividad de 
MpDELLA 

En Marchantia polymorpha DELLA mantiene su capacidad de regular la división celular, las respuestas 

durante el desarrollo y al estrés. Este trabajo tiene como objetivo dilucidar si la f-box MpSLY altera la 

estabilidad y/o actividad de MpDELLA. Para ello se generaron líneas mutantes y sobreexpresoras del 

gen MpSLY en un fondo de sobreexpresión condicional, MpDELLA. La línea EF1:MpDELLA-GR 

presenta una fusión al receptor de glucocorticoides (GR) y sólo se transloca al núcleo, donde MpDELLA 

es activa, cuando son tratadas con el glucocorticoide dexametasona. Gracias a esta línea somos capaces 

de relacionar la pérdida o ganancia de función de MpSLY con la actividad de MpDELLA de forma más 

directa.  

Las diferencias que se pueden observar a nivel de fenotipo en estas líneas son las siguientes: El tamaño 

de los talos varia ligeramente entre líneas. las líneas mutantes Mpsly (DELLA-GR) en comparación a la 

línea original (DELLA-GR) presentan un tamaño menor. Sin embargo, Mpsly presenta un incremento 

en la formación de copas. En la línea sobreexpresora MpSLY (DELLA-GR) se observa una inversión 

en ambos fenotipos, se caracteriza por una formación de talo más alargado y un retraso en la formación 

de copas.  Previamente se ha descrito que en líneas que sobreexpresan el gen MpDELLA el tamaño de 

la planta es menor, esto podría concordar con la hipótesis de que MpSLY reduce los niveles de 
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MpDELLA y por lo tanto muestra un fenotipo similar en cuanto al tamaño de la planta (Hernández-

García et al., 2021). Además, se observó la aparición de gametangióforos donde en ambas líneas se 

observó una alteración en la formación de los anteridióforos. La línea mutante presenta estructuras de 

menor tamaño, mientras que en la línea sobreexpresora no se desarrolla (Figura 13). En Hernández-

García et al. (2021) muestra que la sobreexpresión de MpDELLA retrasa la aparición de los 

anteridióforos.  La formación de estructuras sexuales en M. polymorpha podría estar regulado por la 

actividad de MpDELLA, y donde MpSLY podría jugar un papel secundario afectando su estabilidad 

(Hernández-García et al., 2021). 

El experimento clave para poder asociar la actividad de MpDELLA a la pérdida y ganancia de función 

de MpSLY fue el tratamiento con dexametasona (Figura 14 y Figura 15). La acumulación de MpDELLA 

provoca una reducción en el crecimiento de las plantas (Hernández-García et al., 2021). Anteriormente 

se ha descrito que las líneas transgénicas presentan tamaños diversos a la MpDELLA-GR en el medio 

sin tratamiento de DEX. Sin embargo, frente al glucocorticoide las líneas Mpsly reducían incluso más 

el tamaño con respecto a MpDELLA-GR lo cual indica la sensibilidad al tratamiento. La capacidad de 

MpSLY para degradar MpDELLA se ve afectada en los mutantes de Mpsly.  Por otro lado, las MpSLYox 

a la misma concentración de DEX, no parecen verse afectadas en su crecimiento a pesar de presentar 

más MpDELLA en su núcleo. Estas líneas presentan sensibilidad a DEX cuando se someten a una 

concentración 10 veces mayor (1 M DEX) aunque su sensibilidad sigue siendo menor respecto a 

MpDELLA-GR (Figura S1). Estos resultados indican que MpSLY está afectando a la actividad normal 

de MpDELLA, como se ha descrito anteriormente en Arabidopsis y arroz al mutar SLY1/GID2 los 

efectos que provoca la actividad de DELLA se vieron incrementados, mientras que el doble mutante 

para SLY1/GID2 y DELLA revertía el efecto de la primera mutación, esto se debe a que la F-box SLY1 

presenta la capacidad de degradar DELLA y de no estar presente esta se acumula incrementando así su 

efecto sobre la planta (Dill et al., 2004; McGinnis et al., 2003, Sasaki et al., 2003). 

5.3 La sobreexpresión de MpSLY altera la cantidad de proteína en 
MpDELLAox 

 En plantas vasculares la f-box SLY regula la estabilidad de la DELLA mediante la degradación por el 

proteasoma 26S (Dill et al., 2004; McGinnis et al., 2003, Sasaki et al., 2003). Estudios realizados 

previamente en Arabidopsis y arroz, los mutantes sly1 presentan una acumulación de los niveles de 

proteína de DELLA (Dill et al., 2004; McGinnis et al., 2003, Sasaki et al., 2003). En este trabajo se 

generaron líneas sobreexpresoras de MpSLY en un fondo de MpDELLA etiquetada con la proteína 

FLAG para estudiar los niveles de la proteína  (Figura 17). Se observó que las líneas sobreexpresoras 

de MpSLY presentaban menor cantidad de MpDELLA. En conclusión, los niveles MpDELLA se ven 

afectados en presencia de la f-box, confirmando que es capaz de degradar a MpDELLA de manera 

independiente.  
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5.4 Análisis transcriptómico de la pérdida de función de MpSLY 

DELLA presenta un papel clave a la hora de regular diversos FTs, modulando su patrón de expresión 

(De Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008; Hou et al., 2010; Marín-La Rosa et al., 2015). Esta función se 

ha visto que también se ha conservado en Marchantia (Briones-Moreno et al., 2023). En un trabajo 

previo se realizó un RNA-seq comparando el transcriptoma de una línea sobreexpresora de MpDELLA 

con la línea silvestre¸ viéndose que existía un número mayor de genes que incrementaban su expresión 

a mayor nivel de MpDELLA (Hernández-García et al., 2021). Esto puede correlacionarse en nuestros 

resultados ya que cuando se muta MpSLY se ve un mayor número de genes sobreexpresados con 

respecto a los reprimidos, esto se debería a que al no presentar una f-box capaz de degradar MpDELLA 

se está viendo un efecto de sobreexpresión similar al visto. También se aprecia que la mayoría de los 

genes diferencialmente expresados bien sea de forma positiva o negativa en MpDELLA cuando se tratan 

con DEX también sufren cambios de expresión diferenciales en MpSLY. En cambio, hay una mayor 

cantidad de genes que están cambiando su comportamiento de expresión cuando se altera a MpSLY. 
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6. CONCLUSIONES 
Mediante la realización de este trabajo se llegó a las siguientes conclusiones: 

- MpSLY y MpDELLA interaccionan en células vegetales. 

- La ganancia de función de MpSLY reduce los niveles y la actividad de la proteína MpDELLA. 

- La pérdida de función de MpSLY condujo a una activación excesiva de MpDELLA, tanto en 

términos de crecimiento como en el comportamiento de los genes diana de MpDELLA. 

En definitiva, se propone que MpSLY es un potencial regulador fisiológicamente relevante de los niveles 

de MpDELLA, promoviendo su degradación. 
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8. ANEXOS 
 

 

 

Figura S1. Medidas de área de MpDELLA-GR y las líneas sobrexpresoras de MpSLY con 2 semanas 
de edad cultivadas en mock, en 100 nM DEX y 1 M DEX. El número mínimo de plantas fenotipadas 
fue de 10 para todas las líneas. Los valores de cada línea y para cada tratamiento que no comparten la 
misma letra difieren significativamente 
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