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Resumen

Los efectos del cambio climatico y del calentamiento global se estan agravando. La subida
de las temperaturas y la sequia se han convertido en una gran limitacion para la
productividad de los cultivos. Para contrarrestar estos efectos, las plantas pueden
protegerse contra el estrés abiotico, en particular frente a la sequia, mediante la accion
de la hormona acido abscisico (ABA). Esta coordina las respuestas adaptativas a la sequia
para mejorar la supervivencia y la productividad de las plantas en situaciones de estrés

hidrico.

La percepcion del ABA se lleva a cabo por la familia de receptores PYR/PYL/RCAR y la
subfamilia de fosfatasas tipo 2C (PP2C). La modulacion de la senalizacion del ABA
mediante agonistas de los receptores es una estrategia prometedora en la biotecnologia
de plantas para mitigar el impacto de la sequia en los cultivos. Por ello se ha avanzado
en el desarrollo de compuestos quimicos que imitan la accion del ABA, asi como en
enfoques genéticos encaminados a reforzar la respuesta de la planta, por ejemplo,

mediante la sobreexpresion de los receptores del ABA o la inactivacion de las PP2Cs.

Este estudio se centra en la sobreexpresion del receptor PYLI®™ de ABA en Nicotiana
benthamiana, y su combinacion con moléculas agonistas, como iSB09, con el objetivo
final de mejorar la eficiencia del uso del agua en la agricultura. Este receptor, ademas de
aumentar la dosis de proteina receptora de ligando, fue customizado para reforzar el
reconocimiento del agonista. Diferentes parametros fisiologicos fueron medidos para

comprender como responde la planta cuando se ha reforzado mediante esta técnica.

El analisis de la respuesta en este abordaje genético-quimico contribuye al conocimiento
fundamental de las respuestas de las plantas al estrés hidrico, y también sirve como
prueba de concepto para el traslado de esta estrategia a plantas de cosecha. Como fin
ultimo, se busca a través de la biotecnologia de plantas contribuir al desarrollo de
cultivos mas resilientes en un contexto de cambio climatico y garantizar la seguridad

alimentaria global.
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Resumen grafico

Aplicacion de iSB09 10 uM

>

Sequia

Palabras clave: PYLI®™; Nicotiana benthamiana; Receptores; Sequia; PYR/PYL/RCAR;

Cambio climatico; Estrés abiotico.
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Abstract

The effects of climate change and global warming are worsening. Rising temperatures
and drought have become a major constraint to crop productivity. To counteract these
effects, plants can protect themselves against abiotic stress, particularly drought, through
the action of the hormone abscisic acid (ABA), which coordinates adaptive responses to

drought to improve plant survival and productivity under water stress.

ABA is sensed by the PYR/PYL/RCAR family of receptors and the 2C-type phosphatase
subfamily (PP2C). Modulation of ABA signaling by receptor agonists is a promising
strategy in plant biotechnology to mitigate the impact of drought on crops. Therefore,
progress has been made in developing chemical compounds that mimic the action of
ABA, as well as genetic approaches aimed at enhancing the plant response, e.g. by

overexpressing ABA receptors or inactivating PP2Cs.

This study focuses on the overexpression of the ABA receptor PYLI®™ in Nicotiana
benthamiana, and its combination with agonist molecules, such as iSB09, to improve
agricultural water use efficiency. This receptor, in addition to increasing the dose of
ligand-receptor protein, was customized to enhance agonist recognition. Different
physiological parameters were measured to understand how the plant responds when

enhanced by this approach.

The analysis of the response in this chemical-genetic approach contributes to the
fundamental understanding of plant responses to water stress and also serves as a proof
of concept for transferring this strategy to crop plants. Ultimately, the aim is to use plant
biotechnology to contribute to developing more resilient crops in the context of climate

change and to ensure global food security.
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Graphical abstract

Application of iSB09 10 uM

>

Drought

Keywords: PYLI®"; Nicotiana benthamiana; Receptors; Drought; PYR/PYL/RCAR;
Climate change; Abiotic stress.
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|. Introduccion

Efectos del cambio climatico, como el calentamiento global, estan exacerbando los
desafios ambientales a los que se enfrentan los cultivos agricolas. El aumento de las
temperaturas y la creciente frecuencia de sequias se han convertido en limitaciones
criticas para la productividad agricola. En Espana, por ejemplo, se estima que el sector
agricola consume hasta el 80% de los recursos hidricos disponibles (Montoya et al.,
2016), lo que senala la urgente necesidad de mejorar la eficiencia en el uso del agua en

este sector.

Las plantas vasculares, como organismos sésiles, han desarrollado una notable plasticidad
para adaptarse a diversos retos ambientales, incluyendo patogenos y diversos tipos de
estreses abioticos como sequia, frio, salinidad, calor, metales pesados, radiacion
ultravioleta e inundaciones. Entre estos, la sequia causa una grave reduccion en la
productividad agricola y activa diferentes rutas de senalizacion en la planta para favorecer
su adaptacion al déficit hidrico. Una respuesta central de la planta es el aumento de los
niveles de la fitohormona acido abscisico (ABA), que coordina la respuesta adaptativa
mediante la regulacion de la transpiracion y cambios masivos del transcriptoma (Praveen

et al., 2023).

El ABA, descubierto en la década de 1960, desempena un papel crucial en la regulacién
de numerosas funciones fisioldgicas, incluyendo el crecimiento, la apertura estomatica,
la conductividad hidraulica y la dormicion de semillas (Fig. 1) (Finkelstein et al., 2002).
Esta hormona no solo es vital durante situaciones de estrés abiotico, sino que también
participa en la defensa contra patogenos, estableciendo una conexion (crosstalk) entre

las respuestas al estrés bidtico y abidtico (Lee & Luan, 2012).

En respuesta al estrés hidrico, el ABA coordina respuestas adaptativas que mejoran la
supervivencia y productividad de las plantas en situaciones de déficit de agua (Hirayama
& Shinozaki, 2007; Raghavendra et al., 2010). Durante el desarrollo de la semilla, el ABA
controla la maduracion del embridn, la sintesis de reservas energéticas, la produccion
de proteinas Late Embryogenesis-Abundant (LEA) y la iniciaciéon de la dormicion. En
tejidos vegetativos bajo estrés, el ABA promueve el cierre estomatico para reducir la
transpiracion y activa genes de respuesta al estrés, incluyendo aquellos involucrados en

la sintesis de osmolitos y proteinas LEA y LEA-like (Xiong & Zhu, 2003).

Pagina 12 de 52



Cierre estomatico
Otras respuestas
generales de estrés

Control de la
senescencia

A

Maduracién de los

Dormicion Germinacion frutos

A
Induccion del
crecimiento de raiz
e inhibicion de las
raices laterales

Fig. | Algunas de las funciones del ABA durante el ciclo de vida de una planta. Esta hormona regula mdltiples
aspectos fisiologicos y de desarrollo, permitiendo a las plantas adaptarse a diversas condiciones ambientales y de estrés a lo
largo de su ciclo vital. Figura realizada con Biorender.

Comprender y manipular las vias de senalizacion del ABA ofrece, por tanto, un camino
prometedor para desarrollar cultivos mas resistentes a la sequia y otros estreses
abioticos, contribuyendo asi a la seguridad alimentaria frente a los desafios del cambio

climatico.

Biosintesis del acido abscisico

Los precursores del ABA son carotenoides (Seo & Marion-Poll, 2019; Xiong & Zhu,
2003). Estos compuestos se producen por la condensacion del isopentenil-difosfato (IPP)
y suisomero, difosfato de dimetilalilo (DMAPP). A su vez, el IPP se forma en los plastidios
a partir de la via del metil eritrol 4-fosfato (MEP), desde el piruvato y el gliceraldehido

3-fosfato, segun se observa en la Fig. 2.

Por su parte, el ABA es un sesquiterpenoide sintetizado a partir de la zeaxantina en un
proceso biosintético de cinco pasos, catalizado por las proteinas ABAI, ABA4, NCED,

ABA2 y ABA3. La zeaxantina y las sucesivas reacciones biosintéticas iniciales se producen
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en los plastidios, mientras que las reacciones posteriores a la xantoxina (ABA2, ABA3)

se llevan a cabo en el citoplasma.

Gliceraldehido 3-fosfato Piruvato

%

2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP)

Isopentenil difosfatoq . Dimetil alil difosfato

. ©s) (IPP) (DMAPP)
Acido
dihidrofaseico (DPA)
s ) PSY Geranil geranil difosfato
Acido faseico (PA) (Ca) Fitoeno <— g(GGPP) (Can)
8"-hidroxi-ABA i
ABA glucosa ester Licopeno
(ABA-GE)
a B-Caroteno
Acido abscisico
(ABA) Zeaxantina
Abscisico aldehido Violaxantina
f Neoxantina
Xantoxina 9-cis-violaxantina

9-cis-neoxantina
Xantoxina (Cis)

Fig. 2 Resumen de los principales pasos de las rutas de biosintesis, hidroxilacién y conjugacion del ABA.
Figura adaptada de Seo y Marion-Poll (2019).

Recientemente se ha descrito una ruta alternativa que empieza con la rotura oxidativa
de B-caroteno y/o zeaxantina, produciendo B -apo-I1- y/o 3-OH- B -apo-I |-carotenal

(Jia et al,, 2022).

Al ser una molécula con una elevada importancia en las plantas, existen mecanismos de
regulacion y degradacion del ABA (Cutler & Krochko, 1999). Por un lado, el ABA es
sensible a la radiacion UV y se isomeriza rapidamente a trans-ABA inactivo (Gao et al.,
2016; Tossi et al,, 2012). Respecto a su catabolismo, la principal via es la hidroxilacion
del ABA por enzimas CYP707A (Okamoto etal, 2011). CYP707Al-4 cataliza la
conversion de ABA a 4acido faseico (PA) y dihidrofaseico (DPA) (Okamoto et al., 201 I).
También existe una conjugacion reversible con glucosa, realizada por enzimas UGT para
formar ABA-GE inactivo. Las B-glucosidasas como AtBGI| y AtBG2 pueden hidrolizar
ABA-GE de vuelta a ABA activo (Burla et al., 2013).
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En resumen, multiples mecanismos coordinados regulan adecuadamente los niveles de
ABA para mantener la homeostasis hormonal en la planta y permitir respuestas rapidas

a condiciones ambientales de estrés.

Sefializacion del acido abscisico

La respuesta al ABA se lleva a cabo por distintos componentes: receptores, fosfatasas,
quinasas y elementos de respuesta al ABA (Fig. 3). A partir del aislamiento de PYRI y la
identificacion de otras proteinas relacionadas, PYRI-LIKE, se ha descubierto un
mecanismo fundamental en la percepcion y transduccion de la senal de ABA en las
plantas. En primer lugar, el ABA es percibido por la familia de receptores PYRABACTIN
RESISTANCE I, PYRI-LIKE y REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS
(PYR/PYL/RCAR) (Ma etal, 2009; Park etal, 2009a). Estas proteinas interactian
directamente con la subfamilia de fosfatasas tipo 2C (PP2C), como ABII (Ma et al., 2009),
las cuales actuan regulando negativamente la sefalizacién del ABA, inhibiendo la accion
de las quinasas SnRK2s, debido a que impiden la fosforilacion. Por otra parte, cuando
aumentan los niveles de ABA, este compuesto se une al complejo con el receptor
PYR/PYL y la fosfatasa PP2C, lo que permite la fosforilacion de las quinasas, y, de este
modo, la activacion de todos los efectores aguas abajo, como los factores de

transcripcion ABF/AREB (Fidler et al., 2022; Lozano-Juste, Alrefaei, et al., 2020a).

. ABF/AREB
PYR/PYL/RCAR

SnRK2

PP2C
B
B2/B3 RAFs :
Respuestas @ |

genomicas ABF/AREB

V' ¥

Respuestas
no

PYR/PYL genomicas

SnRK2 \ A 4
PP2C & °

Fig. 3 Representaciéon esquematica de la ruta de sefializacién del ABA. A) En ausencia de ABA. B) En presencia de
ABA. PYR/PYL/IRCAR: PYRABACTIN RESISTANCE |/ PYRI-LIKE/ REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS, PP2C:
Proteina Fosfatasa tipo 2C (regulador negativo), SnRK2: SNF |-Related Protein Kinase 2 (regulador positivo), ABF/AREB:
factor/proteina de unién a elementos sensibles al ABA, B2/B3 RAFs: Subfamilias B2, B3 y B4 de quinasas Raf-like, A: ABA, P:
fosforilacion.
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En resumen, los componentes principales de la ruta de senalizacion del ABA son los

siguientes:

I. PYR/PYL/RCAR
Estos receptores se descubrieron en el ano 2009. Se tratan de proteinas pertenecientes
a la superfamilia START (Klingler et al., 2010; Park et al., 2009) que poseen una
estructura de a/B-helix grip con un bolsillo de union a un ligando hidrofébico (Melcher
et al., 2009). Ademas, contienen dos loops conservados: el "gate" y el "latch" (Nishimura

et al., 2009). Ambos son cruciales para la union del ABA y la interaccion con las fosfatasas

PP2C.

Se dividen en tres subfamilias basadas en su secuencia y propiedades. Por ejemplo, para
A. thaliana, se dividen en el clado Il (diméricos): PYRI, PYLI, PYL2 y PYL3; clado Il
(monoméricos): PYL4, PYLS, PYL6, PYLI I, PYLI2 y PYLI3; y clado | (monoméricos):
PYL7, PYLS8, PYL9 y PYLIO (Hao et al., 201 1). Seglin se observa en la Fig. 4, el niumero

de receptores varia entre especies.

En ausencia de ABA, los receptores diméricos existen como homodimeros inactivos.
Posteriormente, la union del ABA induce un cambio conformacional que permite la
interaccion con las fosfatasas PP2C (Nishimura etal, 2009). Los receptores
monoméricos generalmente tienen mayor afinidad intrinseca por el ABA que los
diméricos. A pesar de esto, la presencia de las PP2C aumenta significativamente la

afinidad de todos los receptores por el ABA.

PYR1/RCAR11 0sPYLL BdPYL1
{ PYL1/RCAR12 0sPYL2 BdPYL2
_[ PYL2/RCAR14 0sPYL3 BdPYL3

PYL3/RCAR13 OsPYL4 BdPYL4

PYL4/RCAR10 OsPYLS BdPYL5
{ PYL5/RCARS OsPYL6 BdPYL6
L PYL6/RCARY OsPYL7 BdPYL7

PYL11/RCARS OsPYL8 _ BAPYLS 3
{pvuz RCAR6 OsPYL9 3§ BAPYL9 &
L PYL13/RCAR7 OsPYL1O

PYL7/RCAR2 OsPYL11
{ PYLO/RCARL 3 OsPYL12

g

_l: PYL8/RCAR3
PYL10/RCAR4

Fig. 4 Cladograma de la familia PYR/PYL/IRCAR en A. thaliana, arroz y Brachipodium. Figura elaborada por
Rodriguez et al, (2019).
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Los distintos receptores pueden tener distintas funciones dependiendo del tejido o el
proceso biologico. Por ejemplo, PYL8 esta implicado en la senalizacion del ABA en raices

y promueve el crecimiento de raices laterales (Belda-Palazon et al., 2018).

2. Fosfatasas PP2C
Por otro lado, las fosfatasas de tipo 2C del clado A, como ABII, ABI2 o HABI, actian
como reguladores negativos de la senalizacion de ABA (Fuchs et al., 2013; Rodrigues

et al,, 2013). Estas fosfatasas son dependientes de Mg** /Mn*".

En ausencia de ABA, estas fosfatasas inhiben la actividad de las quinasas SnRK2. Las PP2C
tienen un dominio catalitico conservado que se une al loop de activacion de las SnRK2,

bloqueando fisicamente el acceso de sustratos al sitio activo de las SnRK2.

3. Quinasas SnRK?2
Las proteinas quinasas SnRK2 (SNF1-Related Protein Kinase 2) son reguladores positivos
de la senalizacién del ABA (Lozano-Juste, Alrefaei, et al., 2020). Las SnRK2 activas

fosforilan diversos sustratos, incluyendo:

a) Factores de transcripcion: como ABF/AREB, que regulan la expresion de
genes de respuesta a ABA.

b) Canales ionicos: como SLACI, implicado en el cierre estomatico.

c) Enzimas metabdlicas: que modulan el metabolismo celular en respuesta al

estrés, como la sintesis de solutos compatibles (Pizzio et al., 2024).

Recientemente se ha demostrado un paso mas de regulacion. En distintos estudios se ha
demostrado que las SnRK2, previamente defosforiladas por las PP2Cs, son activadas por

fosforilacion mediante quinasas RAF situadas aguas arriba (Lozano-Juste, Alrefaei, et al.,

2020).

La modulacion de la senalizacion del ABA se trata de una estrategia prometedora en el
campo de la biotecnologia de plantas para mitigar el impacto de la sequia en los cultivos.
Entre ellos, la busqueda de compuestos quimicos que imitan la accion de ABA, asi como
enfoques genéticos destinados a reforzar la respuesta de la planta mediada por ABA, por

ejemplo, mediante la sobreexpresion de los receptores del ABA.
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Agonistas de los receptores PYR/PYL

Desde 2009 se han desarrollado diferentes agonistas de los receptores del ABA (Park
et al., 2009). El primer agonista sintético descubierto fue la pirabactina (Park et al., 2009).
Este hallazgo fue especialmente importante porque dio lugar al descubrimiento de PYRI
mediante una estrategia de genética quimica. A pesar de esto, este compuesto no se
utiliza debido a que tiene menor potencia que el ABA en muchas respuestas fisiologicas,
y no parece ser activo en cultivos de interés agricola. Posteriormente, se desarroll6 la
quinabactina (QB/AMI) (Okamoto et al.,, 2013; Cao et al., 2013), una sulfonamida con
un anillo de quinolina, pero tampoco resultd ser eficiente en plantas de cosecha. Para
una mejora a la quinabactina se desarroll6 el AMF4 (Cao et al., 2017), que result6 en
una mayor actividad que QB/AMI vy, por ejemplo, recientemente se ha utilizado en

tomate para paliar el déficit hidrico (Jiménez-Arias et al., 2023).

En 2019 se desarroll6 la opabactina (Vaidya et al., 2019). Se trata de una amida con un
grupo carboxilo adicional. Tiene una eficacia mayor que el ABA a bajas concentraciones
y es activa en plantas de interés agricola, aunque todavia no se han realizado estudios
detallados en cultivos. En 2023, se publicaron nuevos agonistas desarrollados en el grupo
del Dr. Rodriguez y Dr. Albert, a partir de la sulfobactina (SB) (Lozano-Juste, Garcia-
Maquildn, et al., 2020), una sulfonamida con actividad agonista en PYL5 y PYLIO de A.
thaliana. Estos agonistas mejorados fueron nombrados iSB0O9 e iSBO7, y el analisis
cristalografico de los complejos de tipo CsPYLI-iSB-HABI revel6 detalles estructurales
que explican su alta afinidad. A destacar, el grupo etilo del iSB09, en comparacion con el
grupo metilo del iSBO7, aumenta los contactos hidrofébicos en el tnel 3', sin
distorsionar la conformacion del receptor en sitios criticos para la interaccion. De este
modo, al comparar la actividad de iSBO7 e iSB09, se observo la importancia del tinel 3’
para aumentar la afinidad de los ligandos e iSB09 demostro ser especialmente eficiente

en receptores diméricos (subfamilia Ill) y de tipo PYL4 (subfamilia Il).

Pagina 18 de 52



Pirabactina Quinabactina

0.0 ‘ o N._O
E"jﬂws O /@As’:Nm
H o N
Z Br

Opabactina AMF4
F
F H
N OH £ 0 N0
; )
iSBO7 iSBO9

o il
. O . O
N N\//S\\ e N\/S\
o o P

Fig. 5 Agonistas de los receptores de ABA. Estructuras de las moléculas pirobactina, quinabactina, opabactina, AMF4,
iSBO7 e iSB0Y.

Para el descubrimiento de las distintas moléculas se han seguido distintas estrategias
(Hewage etal, 2020). Por ejemplo, mediante el cribado de bibliotecas quimicas
(quimiotecas). La sulfobactina y sus derivados se descubrieron explorando la base de
datos ZINC. También se han realizado a partir del diseho basado en estructura. Esta
estrategia se utilizd para mejorar compuestos como iSB07 e iSB09. Otro caso habitual
es la mejora de moléculas existentes. Por ejemplo, AMF4 es una version mejorada de la
quinabactina mediante la introduccion de 4 atomos de flior en el anillo aromatico que

establecen nuevos puentes de hidrégeno con el receptor-.

Actualmente, se estan usando estrategias bioinformaticas ya empleadas en la industria
farmacologica. Por ejemplo, la Inteligencia Artificial (IA), para realizar estudios de anclaje
molecular, dinamica molecular y predicciones estructurales de la interaccion ligando-
receptor mediante herramientas como AlphaFold (Paul et al, 2021). Gracias a este
método, se puede predecir estructuras 3D de la proteina diana, las interacciones entre

droga-proteina, identificar la actividad o disefar drogas de novo.

Los compuestos candidatos se prueban en ensayos in vitro para evaluar su capacidad de
unirse a los receptores y activar la via de senalizacion del ABA. Un buen agonista debe
de ser una molécula pequena y que contenga grupos funcionales especificos que
interaccionen con los receptores. Ademas, debe de tener una potencia igual o superior

al ABA y ser mas estable que éste.
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Estas herramientas, aparte de ser utiles para el descubrimiento de nuevos agonistas,
también son Utiles para conocer nuevos bioestimulantes. Los bioestimulantes son
productos que mejoran la eficiencia en el uso de nutrientes, la tolerancia a estrés

abiotico, caracteres de calidad o la disponibilidad de nutrientes limitantes.

El desarrollo continuo de estos agonistas no solo proporciona herramientas para la
investigacion basica en fisiologia vegetal, sino que también ofrece perspectivas
prometedoras para mejorar la resistencia de los cultivos al estrés hidrico en la

agricultura.

CsPYLI®™

Esta variante de PYLI proviene de la especie Citrus x sinensis (Cs), y es un receptor
modificado que alberga cinco mutaciones que aumentan la afinidad de ligandos tipo SB e
iSB (detallado abajo en la Fig. 6) (Lozano-Juste et al., 2023). Se ha demostrado que en
las plantas de A. thaliana que sobreexpresan el gen y han sido tratadas con las versiones
mejoradas de SB, es decir, iSB09 e iSB07, se produce un fuerte efecto antitranspirante y
reforzamiento de la expresion génica de respuesta a estrés, lo que redunda en una
mejora de la tolerancia a sequia. Es por ello por lo que hay un gran interés en su traslado
a plantas de cosecha y realizacién de pruebas de concepto en otras plantas como N.

benthamiana.

Para mejorar la union de SB a CsPYLI, se determind y comparo la estructura cristalina
de los complejos CsPYLI-SB-HABI y CsPYLI-QB-HABI. Conociendo que PYLIO tiene
una mayor sensibilidad a SB que PYLI, se compararon estas estructuras y se introdujeron

en PYLI varias mutaciones obtenidas de la secuencia de PYLIO.

Asi, se realizé la sustitucion de Val''? en CsPYLI por la equivalente Leu”” de AtPYLIO.

104

Por otro lado, Phe'*” de CsPYLI es sustituido por lle™. Ademas, existen interacciones

concatenadas a lo largo de la lamina B de AtPYLIO que fueron introducidas mediante las

153

siguientes sustituciones en CsPYLI, incluyendo Thr'® por Leu, Thr'® por lle y Val'® por
Ala. Todos estos cambios explican el aumento de actividad de SB con PYLIO

comparando con PYLI. En resumen, para mejorar la actividad de PYLI, se disend
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CsPYLI°™ a partir de cinco sustituciones: Val''’Leu, Phe'?lle, Thr'*Leu, Thr'*lle, y

Val'®®Ala.

En cambio, estudios comparando la actividad de CsPYLI y CsPYLI"™ con ABA y HABI
mostraron que debido a una reduccién en los puentes de hidrogeno mediados por agua
en CsPYLI®™, hay una reduccién en la sensibilidad a ABA de CsPYLI>" con respecto al
Wild-Type (WT). Como resultado, la inhibicion de HABI y ABIl es menor por ABA en

|5m

presencia de CsPYLI"™, al contrario de lo que ocurre con el agonista iSB09.
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Fig. 6 Representaciéon esquematica de las interacciones de iSB09 en el bolsillo del complejo CsPYLI5m-
ligando-AtHABI (Figura elaborada por Lozano-Juste et al. (2023b)).

En el estudio de Lozano-Juste et al. (2023) se demostré que las plantas de A. thaliana
tratadas con iSB09 y que sobreexpresaban CsPYLI|*™ mostraron una mayor resistencia
a la sequia en comparacion con las WT. Este efecto fue medido por un mayor ahorro
de agua en el suelo durante los ensayos de sequia, con un 30% mas de retencién de agua
en las plantas tratadas con iSB09. Ademas, estas plantas presentaron una mayor tasa de
supervivencia después del tratamiento con iSB09 en condiciones de estrés por sequia.
Asimismo, se observé que iSB09 no solo es efectivo en plantas que expresan CsPYLI®™,
sino que también tiene un efecto positivo en plantas WT cuando se utiliza a una mayor

concentracion.

Nicotiana benthamiana
Nicotiana benthamiana (Nb) es una angiosperma perteneciente a la familia Solanaceae y

nativa de Australia (Bally et al., 2018; Clemente, 2006). Ha sido ampliamente utilizada
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como modelo en investigaciones, especialmente en experimentos con virus y como
biofactoria (Bally et al., 2018; Goulet et al., 2019; Molina-Hidalgo et al., 2021; Torti et al.,
2021). La complejidad del genoma de N. benthamiana es mayor que en A. thaliana, siendo
N. benthamiana una especie alotetraploide 2n=38 (Schiavinato et al., 2021) y con una
longitud de 3 Gpb, y A. thaliana 2n=10 y con una longitud de 0,15 Gpb. Ademas, se han
identificado 23 miembros de PYR/PYL/RCAR (Pizzio et al., 2022), frente a los 14 de A.

thaliana.

Debido a la gran produccion actual de empresas biotecnolégicas con Nb (Molina-Hidalgo
et al,, 2021), se han realizado grandes avances a nivel genémico y transcripcional. Esto
facilita la transformacion estable, siendo una especie interesante para realizar estudios

moleculares y fisiologicos.

Objetivos

Basandose en los estudios previos sobre la eficacia de la sobreexpresion del receptor
CsPYLI®™ de ABA y su combinacién con el agonista iSB09 en A. thaliana, se pretende
traspasar esta estrategia genética-quimica a N. benthamiana. Se proponen los siguientes

objetivos especificos:

I. Generar lineas transgénicas estables de N. benthamiana que sobreexpresen el
receptor CsPYLI"™.

2. Evaluar la sensibilidad de las semillas y plantulas transgénicas al ABA y al agonista
iSBO9 en comparacion con las plantas control.

3. Analizar los efectos fisiologicos de la aplicacion foliar de iSBO9 y ABA en plantas
adultas transgénicas y control, centrandose en parametros como la conductancia
estomatica, la transpiracion y la temperatura foliar.

4. Estudiar la respuesta de las plantas transgénicas tratadas con iSB09 a condiciones
de sequia prolongada, evaluando su capacidad para mantener la fotosintesis y
recuperarse tras la rehidratacion.

5. ldentificar y caracterizar nuevos compuestos naturales con potencial como
bioestimulantes para aumentar la senalizacion del ABA y la tolerancia al estrés

en plantas.
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El objetivo final es utilizar la biotecnologia de plantas para desarrollar cultivos mas

resilientes ante el cambio climatico y asegurar la seguridad alimentaria a nivel global.

Implicaciones del estudio

Este enfoque no solo contribuye al conocimiento fundamental de las respuestas de las
plantas al estrés hidrico, sino que también tiene implicaciones practicas para el desarrollo
de cultivos mas resilientes y resistentes. Ademas, el estudio de la respuesta en este
abordaje genético-quimico sirve como prueba de concepto para el traslado de esta

estrategia a plantas de cosecha.

2. Materiales y métodos

Material Vegetal
Las plantas provienen de semillas de N. benthamiana LAB estériles. La esterilizacién se

llevd a cabo mediante una solucién de hipoclorito sédico 50% con Tween®20 (Sigma-
Aldrich) 0,02%. Estas fueron germinadas en medio de germinacion (MG) con los
macronutrientes descritos por Murashige & Skoog (1962) y los micronutrientes
descritos por (Shahin, 1985) (Tabla |). Posteriormente se clonaron en medio basico
(MB3). Las plantas se cultivaron en condiciones controladas en camaras de cultivo, con
una intensidad luminica de 45 yE m™ s™', un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de

oscuridad a una temperatura de 25°C.

Tabla | Composicién y concentracién de los distintos medios empleados. @ (Murashige & Skoog, 1962) y b
(Shahin, 1985).

MG MB2 MB3 a IK IKZ
Solucién mineral MS/2 MS MS MS MS MS
Sacarosa (g/L) 10 20 30 20 30 30
Myo-inositol (g/L) - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tiamina clorhidrica i | | | | |
(mg/L)
Agar bacteriolégico 8 8 8 - 8 8
Vitaminas - - - - SH SH
Acido indolacético (mg/L) - - - 0,1 4 4
Kinetina (g/L) - - - - 4 4

Zeatina (g/L) - - - - R I
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Generacion de plantas transgénicas
La construccion pKAN-Alligator2-35S:HACsPYLI®™ (Fig. 7) se realiz6 previamente en el

laboratorio. Para ello, se utilizé el vector pAlligator (Bensmihen et al., 2004) en el cual se
clono el gen de resistencia a kanamicina (NPTIIl) dirigido por el promotor NOS. Tras

I°" con el vector resultante

introducir mediante tecnologia Gateway el receptor CsPYL
se transformé Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260) mediante electroporacion.
El gen de resistencia a kanamicina NPTII bajo el control del promotor NOS, permite
seleccionar células y plantas transformadas con el transgén. Ademas, este vector cuenta
con el gen de resistencia a espectinomicina que permite seleccionar las células
transformadas de E. coli. La secuencia codificante de la proteina CsPYLI®™ esta regulada
por un promotor 35S y ademas esta etiquetada con tres epitopos de hemaglutinina (HA),
las cuales permiten la deteccion de la proteina mediante analisis Western-blot. El vector

también tiene el gen GFP (Green Fluorescent Protein), el cual codifica a la proteina verde

fluorescente detectable en semillas y embriones en germinacion.
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Fig. 7 Construccién usada para el trabajo pKAN-Alligator2-35S:HACsPYL [5m,

Cultivo in vitro
Todo el proceso de cultivo in vitro se llevd a cabo en condiciones axénicas en cabina de

flujo laminar. Los explantes a transformar se obtuvieron a partir de hojas del material
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vegetal mencionado anteriormente de 6 semanas de edad. Se hizo un control de la
transformacion sin presion de seleccion y otro con explantes no transformados con
kanamicina (kan) 100 mg/L. Estos explantes se pasaron a placas Petri con medio IK+AS
(acetosiringona) y posteriormente al cultivo de A. tumefaciens con la construccion
pAlligator2-35S:HACsPYLI". Tras 5 minutos en agitacién en el cultivo, se devolvieron a
las placas Petri mencionadas anteriormente. Posteriormente, se dejaron 48 horas en
oscuridad. Tras la incubacion en oscuridad, se lavé con medio MB2 + cefotaxima (CTX)
500 mg/L. Finalmente, los explantes se pasaron a medio con presion de seleccion IKZ +
CTX + Ti (timentina) 300 mg/L + kan 100 mg/L. Cada dos semanas se subcultivaron los

explantes a medio MB3+kan+Ti.

Una vez se obtuvieron los apices elongados, en aproximadamente tres meses después

de la transformacion, se individualizaron en medio o + CTX + kan.

Aquellas plantas que estuvieran enraizadas, elongadas, fueran alotetraploides (ensayo de
citometria de flujo) y expresasen el transgén (Western blot), se clonaron en el mismo
medio de enraizamiento a + CTX. Finalmente, una vez enraizados los clones, se
procedio a la aclimatacion en camaras de cultivo de condiciones controladas de |16 horas
luz/ 8 horas de oscuridad, con una intensidad luminosa de 70 UE m? s y 25 + 2°C de
temperatura. Para prevenir la deshidratacion, se cubrieron las plantas con vasos de

plastico transparentes durante dos semanas, segun se observa en la Fig. 8.
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Fig. 8 Protocolo esquematizado de generacién de plantas transgénicas de N. benthamiana. |. Generacion de los
explantes de hoja. 2. Co-cultivo de los explantes con el cultivo de A. tumefaciens. 3 y 4. Paso de los explantes a medio MB2 y
posteriormente IKZ para la generacion de callo indeferenciado. 5. Individulizacién de los dpices y enraizamiento. é. Aclimatacion.
Figura realizada con Biorender.
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Verificacion de la transformacion estable
Andlisis de la ploidia
Las plantas que enraizaron tras el paso anterior se sometieron a estudios de la ploidia,

segun descrito en Smulders et al. (1993). Para ello, se cortaron fragmentos de hojas de
aproximadamente | cm® de plantas resistentes a kan. Después se trocearon con una
cuchilla en una placa Petri de 50 mm de didmetro. Posteriormente se les aplicé un
tampon de extraccion de nucleos (Partec, Miinster, Germany) y se les anadio 800 pL de
solucion con fluorocromo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (DAPI staining solution,
Partec) | mg/L. La mezcla se filtré a través de una malla de nylon de 50 pm. La solucion

de nucleos se estudio en el citometro de flujo analizador de ploidia Partec PA-II.

Western blot
Posteriormente, con el fin de detectar las lineas que expresan la proteina PYLI®™ se

realizé un ensayo Western blot. Se us6 una planta WT y otra planta de tomate 5M,
previamente analizada, como controles. Para ello, se extrajeron las proteinas mediante
un tampon de lisis compuesto de Tris-HCI pH 7.5 50 mM, NaCl 100 mM, NP40 0.1%,
MG132 50 uyM, DTT ImM, PMSF | mM, | pastilla/10 mL de inhibidores de proteasas
cOmplete Mini sin EDTA (Roche), ubiquitin aldehido 100 nM, NEM 100 mM, EDTA |
mM. Las muestras se centrifugaron a 12.000xg a 4°C durante 30 minutos. El
sobrenadante se uso para cuantificar las proteinas mediante un ensayo de Bradford (Bio-

Rad) en un lector de microplacas LED Rayto RT-6900.

Posteriormente, se mezclaron las muestras con buffer Laemmli y se calentaron a 95°C
durante 10 minutos. Se preparé un gel SDS-PAGE. El “resolving gel” estaba compuesto
de acrilamida al 12% (19:1 acrilamida/Bis-acrilamida, National diagnostics), Tris-HCI pH
8.8 375mM, SDS 0.1%, N,N,N’,N’-tetrametil etilenediamina (TEMED) 0.2% y 0.08% de
persulfato de amonio (APS). El “stacking gel” estaba compuesto de acrilamida 4%, Tris-
HCI pH6.8 125mM, SDS 0.1%, TEMED 0.8% y APS 0.1%. El gel se corrié a 25 mA en un

sistema MiniProtean® (Bio-Rad).

Las proteinas se transfirieron a una membrana de fluoruro de poliviniliden (PVDF)
Immobilon®-P (Millipore™), previamente activada en solucion de metanol al 100%,
utilizando Mini Trans-Blot® Cell system (Bio-Rad) a4°Cy 110V durante |.5h. El tampon
de transferencia utilizado fue |x Towbin Buffer (TrisHCI pH 7.6 25mM, glicina 192 mM,
metanol 20% (v/v), SDS 0.1%). La transferencia se realizdé posteriormente a un voltaje

fijo de 30 V, dejandolo durante la noche.
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Al dia siguiente, se hizo el bloqueo con leche en polvo desgrasada al 5% en un agitador
orbital. Se tind la membrana con solucién rojo Ponceau (Sigma-Aldrich) 5 g/L, se lavo y,
posteriormente, se le anadié a 15 ml de solucion de leche al 5%, 7.5 pl del anticuerpo
policlonal Anti-IgG (ratén)-HRP (Abcam, ab205719). Finalmente, se reveld la membrana
en un detector LAS-3000 (Fuijifilm).

Experimentos con agonistas de ABA

Ensayos de germinacién dosis-respuesta
Se usaron entre 20 y 30 semillas estériles de Nb WT y 5M pertenecientes a una linea

homocigota de la TG3, las cuales fueron estratificadas en frio a 4°C durante 48 h después
de la siembra. El ensayo se realizd en placas de 6 pocillos y en medio MS. Las
concentraciones utilizadas de iSBO9 fueron de 0, |, 2, 5, 10 y 20 pM. Las concentraciones
de ABA fueron de 0, 0.5, I, 2.5, 10 y 20 pM. Se estudio tanto la germinacion sensu stricto
(emergencia de radicula), como el establecimiento, es decir que cumple estas dos

condiciones (Hadas, 2005):

I) La radicula penetra el agar y es capaz de adquirir agua y nutrientes.

2) Deben de tener cotiledones fotosintéticamente activos.
Se tomaron imagenes con un macroscopio LEICA DMSI000 a los 7 y 14 dias.

Experimentos con riego
Se seleccionaron |8 plantas de Nb WT (Wild-Type) y 18 plantas de Nb 5M

(sobreexpresoras de CsPYLI®™), de dos lineas independientes y pertenecientes a la TG2
seleccionadas por germinacion en kanamicina. Estas se plantaron en macetas de 0.5 L
(sustrato 4:2 perlita:vermiculita). Las plantas crecieron en una camara de crecimiento
con un fotoperiodo de 10h/14h, una temperatura de 23°C/21°C, PPFD de 80 uM m-2s—,
y 50% de humedad durante el dia. Después de dos semanas, se realizaron pulverizaciones
foliares con tampén MES 10mM pH 5.7 + 0.02 % Silwet®L77 con cada uno de los
agonistas, iSB09 10 yM, ABA 100 pM o DMSO 0.1% (control o mock). Se usé una
concentracion diez veces mayor de ABA que de iSB09 debido al fuerte poder agonista
de éste. El seguimiento tras las pulverizaciones se llevo a cabo en el laboratorio con

lamparas de crecimiento de plantas LED con un fotoperiodo de |12h/12h.

Se hicieron analisis de intercambio de gases en hojas desarrolladas (N=30). Mediante un

Analizador Infrarrojo de Gases portatil (IRGA) (LCi-T, ADC BioScientific Ltd.,
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Hoddesdon, UK) se midi6 la fotosintesis (Pn), el CO, intracelular (Ci), la conductancia
estomatica (gs) y la tasa de transpiracion (E). Las medidas se tomaron con una
concentracion de CO, ambiental, una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD)
de 1000 uM m?sec’’ y un flujo de aire de cubeta de 500 mL min™'. Estas medidas se
realizaron previamente de realizar los tratamientos, y posteriormente, a las 3 h, 24 h, 48

h, 72 hy 96 h.

Ademas, se llevé a cabo un andlisis mediante termografia infrarroja mediante una camara
FLIR E95. La cuantificacion se llevd a cabo con el software FLIR Thermal Studio (FLIR
Systems, 2024).

Mediciones de parametros 0,3,24,48,72
fisiolégicos de las hojas y 96 h

Fig. 9 Disefio experimental para el estudio de los efectos de iSB09 y ABA en la fisiologia foliar de plantas. E/
esquema ilustra la aplicacién foliar de tres tratamientos: DMSO (control o mock), iSBO9 (10 uM) y ABA (100 uM) a plantas
individuales. Se realizaron mediciones de pardmetros fisiologicos foliares a las 0, 3, 24, 48, 72 y 96 horas post-tratamiento
utilizando un analizador de intercambio gaseoso y una cdmara térmica.

Experimentos en sequia
Posteriormente a los experimentos con riego anteriormente mencionados, se dejaron

de regar las plantas a las 96 h de la pulverizacion con agonistas. Con el fin de comprobar
la absorcidon de agua en las distintas plantas, se analizé el porcentaje de humedad del
suelo con un moédulo higrémetro V1.2, compatible con Arduino. Ademas, se midieron
los mismos parametros que en el experimento con riego tras 5, 6, 7, 12 y 15 dias después
de quitarle el agua. Estas plantas no recibieron un reforzamiento de los agonistas, es
decir, se midieron los parametros 9, 10, |1, 16 y 19 dias después de los tratamientos,

respectivamente.
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Busqueda de nuevos compuestos
En el laboratorio del Dr. Horacio Pérez se analizaron distintos compuestos de origen

natural con herramientas basadas en computacion de alto rendimiento (HPC). Los
compuestos que se predijeron que podrian ser agonistas se analizaron en el laboratorio
por la Dra. Constanza Vasquez y el Dr. Alberto Coego con las lineas reporteras de ABA

en plantas de A. thaliana, descritas en Garcia-Maquilon et al. (2021).

Las semillas esterilizadas con etanol 70%+triton 0.01% y etanol 96% se sembraron en
placas de 14 pocillos con MS. Una vez germinadas, se les afiadio MS liquido con los
distintos compuestos a tres concentraciones distintas: 50 yM, 100 yM y 200 pM.
También se incluyd un control sin compuesto y un control positivo con 5 yM de ABA.
Se pusieron entre 20 y 25 semillas por pocillo. Esta mezcla también incluia D-luciferina
100 puM. Las semillas se incubaron o/n con el compuesto y la luciferina y se revelo en
analizador LAS-3000 (Fujifilm). Las imagenes adquiridas se analizaron con el software

Image] (Schneider et al., 2012).

A partir del ensayo de luciferasa se obtuvieron dos posibles candidatos a ser agonistas
(compuestos | y 2). Posteriormente, se hicieron ensayos de germinacion con A. thaliana,
con semillas Col0 WT y [ 12458 (Gonzalez-Guzman et al., 2012). Se realizaron en placas
de 24 pocillos con MS y se les afadio ABA a | yM y ambos compuestos a 100 uM. Las
semillas se contaron en un macroscopio Leica SMZ800 y finalmente se midio la longitud

de la raiz con Image].

Posteriormente, con el fin de saber si estos compuestos inhiben a las fosfatasas, se
hicieron ensayos de inhibicion PP2C. Se hicieron ensayos con proteinas, previamente
purificadas en el laboratorio por Cristian Mayordomo, y se usaron los receptores PYRI
y PYLS de A. thaliana a 2 yM y ANHABI a | pM. El tampon de actividad esta compuesto
de Tris 25 mM y KCI 150 mM a pH 8. Como sustrato se utilizé pNPP (15 mM) y también
se le anadido 2 mM de MnCl,. La actividad se monitorizé con un lector ViktorX5 a 405

nm.

Para comprobar si existen efectos en la expresion génica, se hicieron RT-qPCR. Para
ello se utilizaron plantulas de Solanum lypersicum “Ailsa Craig”. Las semillas se
esterilizaron con hipoclorito soédico 50% con Tween 20 0.02% durante 30 minutos,
posteriormente se lavaron con agua destilada. Estas semillas se incubaron a 27 °C en

oscuridad hasta que emergio la radicula. Posteriormente se pasaron a matraces de 200
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ml estériles con 2 ml de MS liquido. Estas plantulas se dejaron crecer hasta que sacaron
hojas verdaderas en camaras de cultivo de condiciones controladas de 16 horas luz/ 8
horas de oscuridad, con una intensidad luminosa de 70 uE m? s y 25 + 2°C de
temperatura. Cuando las plantulas ya tenian las hojas verdaderas se le aplicaron los dos
compuestos a una concentracion de 100 pM y un control con DMSO al 0.1%. Se incubo

durante 6 horas y posteriormente se congelaron con nitrégeno liquido. Posteriormente,

se extrajo el RNA con E.ZZ.N.A. Total RNA Kit (Omega).

El RNA extraido se cuantificé con espectrofotémetro ultravioleta-visible Nanodrop®
ND-1000 a 260 nm. Ademas, se midio la calidad de las muestras con los ratios de
absorbancia a las longitudes de onda de A260/280 y A260/230. Para la
retrotranscripcion, se utilizé un volumen final de 19.4 pL con 1.5 pg de RNA. A esto, se
le anadié 6.6 pL de dNTPs (1.5 mM) y 2 pL de oligo dT (0.1 pg/pL). Se incubaron las
muestras en el termociclador durante 5 minutos a 65 °C. Posteriormente, se le ahadio
a cada tubo, 4 pL de DTT, 8 pL de Buffer RT 5X RevertAid (Thermo Fisher) y 0.7 pL

de transcriptasa inversa RevertAid (Thermo Fisher).

Una vez obtenido el cDNA, se llevo a cabo la reaccion de amplificacion cuantitativa. Se
preparo una master mix con EvaGreen® (Biotium), dNTPs 1.5 mM, Standard Reaction
Buffer 10x (Biotools). A este megamix se le ahadieron 0.5 pL de los primers y 0.3 pL de
la taq polimerasa (Thermo Fisher). Se realizaron tres réplicas bioldgicas y tres técnicas.
Se utilizaron como marcadores los genes $102g084850 (SIRABI8), SI06g067980 (SILEA),
y SI06g019170 (SIP5CSI), segun descrito en Gonzdlez-Guzman et al. (2014). La

expresion se normalizé con la expresion del gen SI06g009970 (SIEF | a).

Posteriormente, con el fin de hacer un experimento de RNA-seq, se estudio la calidad
de las secuencias con Agilent 2100 Bioanalyzer y se secuenciaron usando la tecnologia

de DNB-Seq en el Instituto de Genomica de Beijing (BGI).

Analisis estadistico
El analisis estadistico se ha llevado a cabo con los programas GraphPad Prism (GraphPad

Software, 2018) y R (R Core Team, 2020), usando el entorno de desarrollo RStudio
(RStudio Team, 2020). En R, se utilizo el paquete ggplot2 (Wickham, 2016) para realizar

los graficos. Se han llevado a cabo modelos de regresion lineal para conocer los efectos
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de las tres variables (el tiempo transcurrido tras los tratamiento, el genotipo y el
tratamiento) y el efecto de su interacciéon en parametros fisiologicos. Se realizaron
Anadlisis de Componentes Principales (PCA) utilizando las variables cuantitativas de

transpiracion, conductancia estomatica y tasa fotosintética.

Se realizaron pruebas estadisticas para comprobar la igualdad de las medias. Se llevaron
a cabo Analisis de la Varianza (ANOVAs) de uno y dos factores. Con esta prueba se
pretende conocer si la influencia del genotipo y el tratamiento es significativa o no sobre
los parametros fisiologicos. Previamente se realizaron los supuestos basicos de
normalidad, homocedasticidad, la independencia de los errores y la ausencia de

colinealidad.

Para considerar el efecto de los distintos tratamientos y de la combinacion del genotipo

con el agonista se realizaron test post-hoc de Dunnet y Sidak respecto al control WT.

3. Resultados

Transformacion
La transformacion se llevo a cabo de manera exitosa, segun se observa en la Fig. 10. El

42.23% de las lineas independientes enraizaron en kanamicina, lo que demuestra su
resistencia. Estas plantas se estudiaron en el citdmetro de flujo, resultando en un 97.60%

de lineas tetraploides. Solamente se obtuvo una linea octaploide.

Posteriormente, se realizé un analisis Western blot con 10 lineas independientes de las
40 resistentes a kan. Tres de ellas expresaron la proteina, la I, la 3, y la 4 (Fig. 10 c). El

Western blot se repitid dos veces para reafirmar los resultados.

Por otro lado, se ha conseguido, por ahora, dos lineas homocigotas independientes
perteneciente a la TG3 (Fig. 10 g).
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Fig. 10 Obtenciéon de la linea de sobreexpresion de N. benthamiana 5M. a) Callos transformados arriba y no
transformados abajo crecidos en placas de kan. Incubados con Agrobacterium tumefaciens pKAN-Alligator:CsPYLI5m. b) Brotes
resistentes a kan. c) Andlisis Western blot con anticuerpo anti-HA que muestra la expresion de 3HA-CsPYL[5m. Debajo se
muestra la tincion Ponceau, usado como control de carga. d) Elongacion de dpices resistentes a kan. e) Plantas enraizadas
preparadas para la aclimatacién en suelo. f) Plantas TGI que expresan la proteina en suelo (a la izquierda, plantas 5M y a la
derecha, plantas WT). g) Seleccién de semillas TG3 resistentes a kan en placa MS+kan. Las semillas pertenecen a dos plantas
de dos lineas independiente de la TG2. La escala mide 3 cm.

Ensayos de germinacion dosis-respuesta
Los ensayos de germinacion revelaron diferencias significativas en la sensibilidad a ABA e

iSBO9 entre las semillas WT y las transgénicas (5M) (Fig. |11). Ambos tipos de semillas
mostraron inhibicion de la germinacion a partir de | uM de ABA.Sin embargo, las semillas
5M fueron notablemente mas sensibles a iSBO9, mostrando inhibicién del establecimiento

a partir de | uM. A pesar de haber emergencia de radicula a | y 2 pM, no pasas a las
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fases siguientes del desarrollo. Mientras tanto, WT en iSB09 solo se inhibieron a

concentraciones de |10 uM o superiores.

7 dias 14 dias
iSB09 ,.m 2uM 25uM 10uM 20 uM IpM 2uM 25pM  10pM 20uM
5M ', ) '{'l‘ :‘:‘F (7 ,' ) 3
W A
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Fig. Il Inhibicién de la germinacién de ABA e iSB09. Germinacién a los 7 y a los 14 dias. Se observan las semillas
tratadas con distintas concentraciones de ABA e iSB09. Todas las semillas fueron germinadas en agar, pero la configuracién de
la lupa en plantas WT se modifico para una mejor visualizacion.

Experimentos de pulverizacion con agonistas

En los experimentos en condiciones de riego, se observa el cierre estomatico que
conduce a una disminucion de la conductancia estomatica y de la transpiracion (Fig. 12).
A las 24 horas, se observa como se incrementan los efectos fisiologicos de la aplicacion
de los agonistas. Se observa un cierre estomatico parecido en iSB09 10 uM y ABA 100
pM, aunque la concentracion de este ultimo es diez veces superior. Los efectos a las 24

horas se observan tanto en plantas 5M como en WT y en los parametros de Gs y

transpiracion.

A las 48 horas, se observa como las plantas WT tratadas con ABA empiezan a perder el
efecto del tratamiento de ABA, no existiendo diferencias estadisticamente significativas
en la Gs. Se observa un contraste con las plantas tratadas con iSB09, ya que estas siguen
con la Gs y transpiracion caida. Finalmente, a las 96 horas se sigue observando una

tendencia parecida a las 48 horas.
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Fig. 12 La aplicacién foliar de iSB09 y ABA mediante pulverizacion reduce la pérdida de agua. Conductancia
estomatica (Gs) y transpiracién (E) tras la aplicacion de los tratamientos a 24, 48 y 96 h. Los asteriscos indican significancia
estadistica (ns p-valor > 0.05; * p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor < 0.001; **** p-valor < 0.0001) en la prueba
post-hoc de Dunnet de comparaciones multiples en comparacién al control WT. Los valores representan la media * el error
estdndar (Standard Error of the Mean; SEM).

En la Fig. |3, se muestran los resultados de un PCA de las plantas 5M y WT después de
72 horas de ser tratadas con iSB09 10 uM y ABA 100 puM con los datos de transpiracion,
Gs y tasa fotosintética. El PCI explica el 88.1% de la varianza total, lo que indica que la
mayor parte de la variabilidad en los datos se captura en esta primera dimension. Los
tratamientos con ABA e iSB09 tienden a agruparse mas cerca entre si y hacia la izquierda
del grafico (con valores negativos del PC1). Se observa una separacion visible entre los
genotipos WT y 5M, especialmente en el control, lo que puede indicar un efecto en el
genotipo per se. La gran varianza explicada por el PCI indica que la mayor parte de las
diferencias observadas se deben probablemente a los efectos del tratamiento. Esta
visualizacion permite observar las diferencias en la respuesta global entre las plantas WT
y 5M bajo los distintos tratamientos, ademas de la similitud entre los efectos de ABA e

iSBO9 en contraste con el control.
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Fig. 13 Analisis de Componentes Principales (PCA) de la respuesta de plantas 5M y WT a ABA e iSB09. Se
muestran las dos componentes principales (PCl y PC2) a las 72 horas post-tratamiento. Los puntos representan muestras
individuales, coloreados segun el tratamiento (ABA en amarillo, iSBO9 en rojo, y control (mock) en verde) y con formas distintas
para cada genotipo (5M como triangulos y WT como circulos). Las elipses engloban el 95% de confianza para cada grupo de
tratamiento-genotipo.

En el modelo de regresion lineal se ha analizado como la transpiracion varia en funcion
del tiempo, tratamiento, genotipo y sus interacciones (E ~ tiempo * tratamiento *
genotipo). El valor de R? ajustado es de 0.7475, lo que significa que el modelo explica
aproximadamente el 74.75% de la variabilidad en los datos. El p-valor general del modelo
es < 2.2e-16, indicando que el modelo es estadisticamente significativo. Todos los niveles
de tiempo son altamente significativos, por lo que existen cambios en la transpiracion a
lo largo del experimento. El genotipo 5M es significativamente diferente del WT (p-
valor= 0.001139). Sin embargo, por si solos, el iSBO9 y el ABA no muestran efectos
significativos entre ellos, aunque ambos tratamientos muestran interacciones
significativas con las plantas 5M. En la Fig. 14, se comparan las respuestas fisioldgicas
predichas segin el modelo de ambos genotipos a los diferentes tratamientos. Se

observan patrones distintos de regulacion de la transpiracion entre WT y 5M, asi como

efectos diferenciales de iSBO9 y ABA en cada genotipo.
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Fig. 14 Dinamica temporal de la transpiracién en genotipos WT y 5M bajo diferentes tratamientos. Se muestran
los valores ajustados de transpiracion para las plantas WT y 5M en respuesta a tres tratamientos: control (mock), iSBO9 y
ABA. Las mediciones se realizaron a intervalos especificos durante 96 horas después del tratamiento. Las lineas representan la
tendencia de los valores ajustados de transpiracion a lo largo del tiempo para cada combinacién de genotipo y tratamiento.

Estos resultados se ven reafirmados por los observados mediante termografia. En la Fig.
|53, se observan imagenes termograficas de plantas WT y 5M a diferentes tiempos (0,
3, 24, 48, 72 y 96 horas) después de la aplicacion de los tratamientos con DMSO, iSB09
y ABA. Las imagenes muestran un aumento gradual de la temperatura foliar (indicado
por colores mas calidos) en las plantas tratadas con iSB09 y ABA en comparacion con

el control, siendo este efecto mas pronunciado en las plantas 5M que en las WT.

En la Fig. 15b, se cuantifica la diferencia de temperatura entre las plantas 5M y las WT
control a lo largo del tiempo y con distintos tratamientos. A partir de las 3 horas, tanto
iSBO9 como ABA inducen un aumento significativo de la temperatura foliar en
comparacion con el control. El efecto de aumento de temperatura es maximo a las 72
horas para ambos compuestos. El iSBO9 muestra un efecto mas potente que el ABA en
el aumento de temperatura foliar en todos los tiempos, teniendo en cuenta que la
concentracion de éste es |0 veces menor. A las 96 horas el efecto comienza a disminuir,

aunque sigue siendo significativo para ambos compuestos.
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Fig. 15 Temperatura foliar cuantificada con camara de infrarrojos FLIR. a) Termografia de plantas de dos semanas
tras la aplicacién los tratamientos a 0, 3, 24, 48, 72 y 96 h. b) Diferencia de temperatura de plantas 5M y WT control a cada
hora (con riego). Los asteriscos indican significancia estadistica (ns p-valor > 0.05; * p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-
valor < 0.001; **** p-valor < 0.0001) en el test post-hoc de Dunnet en comparacién a las plantas 5M control a cada hora.

En los experimentos con déficit hidrico también se muestra un efecto de proteccién de
las plantas 5M con agonistas (Fig. 16). Las plantas 5M tratadas con iSBO9 y ABA
mantienen tasas fotosintéticas significativamente mas altas que las plantas WT después
de 12 dias sin riego (Fig. 16a). El efecto es mas pronunciado con iSB09 que con ABA,
aunque ambos tratamientos muestran un aumento significativo en comparacion con el
control. Tras 6 dias sin riego, el porcentaje de humedad del suelo en las macetas con
plantas 5M tratadas con iSB09 y ABA es significativamente mayor que en las macetas con
plantas WT, segln se observa en la Fig. 16b. Esto indica que las plantas 5M tratadas

conservan mejor el agua del suelo. El efecto es mas notable con iSBO9 que con ABA.

Respecto a la transpiracion, las plantas 5M muestran tasas de transpiracion
significativamente mas altas que las WT después de |5 dias de sequia cuando son tratadas
con iSB09 o ABA. Tras el riego, posterior a los |5 dias de sequia, las plantas 5M muestran

tasas de transpiracion significativamente mas altas que las WT en todos los tratamientos,
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incluyendo el control. El aumento es mas pronunciado en el tratamiento con iSB09,

seguido por ABA y luego el control.
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Fig. 16 Los parametros fisiolégicos se mantienen en sequia en plantas tratadas con iSB09 10 uM y ABA 100
MM. a) Las tasas fotosintéticas de las plantas 5M tratadas con iSBO9 y ABA se mantienen tras |2 dias sin riego. b) Porcentaje
de humedad en el suelo tras 6 dias sin riego. c) Las plantas 5M siguen transpirando a niveles basales tras |2 dias sin riego. d)
Transpiracién después del riego tras 15 dias de sequia. Los asteriscos indican significancia estadistica (ns p-valor > 0.05; * p-
valor £ 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor < 0.001; **** p-valor < 0.0001) en el test post-hoc de Dunnet de comparaciones
multiples en comparacion al WT (a, c y d) y el test post-hoc de Sidak en comparacion al WT (b). Los valores representan la
media + SEM.

La apariencia fisica de las plantas coincidid con la informacion de la termografia y del
analisis IRGA, segun se observa en la Fig. 17. Las plantas 5M se observan mas turgentes
y tienen una mayor retencion de agua frente a las WT. Ademas, se observa un menor
marchitamiento en las plantas que han tenido tratamientos con ABA e iSB09,
especialmente con este Ultimo. La recuperacion tras el riego después de la sequia es

mayor en las plantas 5M y en las que han tenido tratamiento.

Las plantas WT control tratadas con DMSO muestran signos claros de estrés hidrico,
mientras que las tratadas con iSB09 y ABA parecen menos afectadas. Las plantas 5M
muestran mayor respuesta en los tratamientos con iSB09 y ABA. Las plantas tras 7 dias
sin agua (Fig. 17b) muestran que el estrés es mas evidente en las plantas control WT,
mientras que las 5M mantienen mejor su turgencia, especialmente con los tratamientos

de iSB09 y ABA.
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En las plantas después de |12 dias sin agua las diferencias son mas pronunciadas (Fig. 17c).
Las plantas WT muestran marchitez severa en todos los tratamientos. Las plantas 5M,
especialmente las tratadas con iSB09 y ABA, mantienen mejor su turgencia. Las plantas
tras |5 dias sin agua WT estan severamente marchitas en todos los tratamientos (Fig.
|7d). Las plantas 5M, aunque visiblemente estresadas, mantienen mejor su estructura,

particularmente con iSB09 y ABA.

Tras el riego después de |5 dias de sequia (Fig. 17e), las plantas control WT muestran
poca recuperacion, mientras que las tratadas con iSB0O9 y ABA se recuperan
parcialmente. Las plantas 5M muestran una recuperacion notable en todos los

tratamientos, siendo mas evidente en las tratadas con iSB09 y ABA.

iSB09 ABA

Mock iSB09

Mock iSB09 ABA

Fig. 17 La aplicacién foliar de iSB09 mediante pulverizacién mejora la resistencia a sequia. Plantas de dos
semanas después de 6 (a), 7 (b), 12 (c) y 15 (d) dias sin agua. e) Recuperacioén de las plantas tras el riego después de 15
dias de sequia.
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Busqueda de nuevos compuestos
Los compuestos estudiados activan la senalizacion de ABA, segun se observan en los

ensayos de luciferasa de la Fig. 18a, a2 100 y 200 uM. No existen diferencias significativas
en la germinacion frente a los no tratados y tampoco con la longitud de la radicula. Sin
embargo, si que se observa una tendencia en cuanto a un menor crecimiento de los
pelos radiculares en el compuesto | frente a aquellas sin tratar o tratadas con ABA. Este
fenotipo se observo desde las 24 h hasta la semana que duro el experimento. Por otro
lado, no se observa una inhibicion de la actividad fosfatasa con ninguno de los

compuestos.

Finalmente, se observa una fuerte activacion transcripcional en los genes marcadores de
respuesta a ABA RABI8, LEA y P5CS (Fig. 18b). Esta activacion se ve acentuada sobre

todo en el compuesto |.

a

ek

1 Mock
ok =1
- 2

n
3
4

T

T
RAB18 LEA

Fig. 18 Los compuestos | y 2 activan la sefializacién de ABA. a) Imagen del ensayo de actividad luciferasa con A.
thaliana y los compuestos a distintas concentraciones (Imagen elaborada por la Dra Constanza Vasquez y el Dr Alberto
Coego). b) Resultados de la RT-gPCR revelan activacion transcripcional de genes de respuesta a ABA. Los asteriscos indican
significancia estadistica (ns p-valor > 0.05; * p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor < 0.001; **** p-valor < 0.0001)
en el test post-hoc de Dunnet en comparacién al control.

4. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran el potencial de la sobreexpresiéon
del receptor CsPYLI°™ de ABA en Nicotiana benthamiana, combinado con el uso del

agonista iSB09, para mejorar la tolerancia a la sequia en plantas.

La transformacion genética de N. benthamiana con la construccion pAlligator2-
35S:HACsPYLI®™ fue exitosa, logrando obtener lineas estables que expresan la proteina

de interés. Esto proporciona una base soélida para estudiar los efectos de Ila
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sobreexpresion de este receptor modificado de ABA en la fisiologia de una planta de

interés biotecnologico.

Los ensayos de germinacion realizados con ABA e iSB09 revelaron diferencias
importantes en la inhibicion del crecimiento entre las semillas transgénicas (5M) y las no
transformadas (WT). A partir de | pM de ABA, se observo inhibicion en ambas. Sin
embargo, con iSB09 se observaron diferencias mas marcadas. Las semillas 5M mostraron
una inhibicion en el establecimiento ya a dosis bajas de agonista (iISB09 | pM), a diferencia
de las WT, que solo se inhibieron a partir de 10 yM (Fig. 11). Estos resultados sugieren
que las semillas transgénicas 5M tienen reforzada la senalizacion de ABA mediada por
iSB09. Esto es coherente con estudios previos que han demostrado el papel crucial del
ABA en la regulacion de la dormicion y germinacion de semillas (Ali et al., 2022; Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006; Rodriguez-Gacio et al., 2009). El ABA activa genes
relacionados con la dormicion y reprime genes asociados con la germinacion (Yang et al.,
2023). Ademas, inhibe la sintesis y senalizacion de giberelinas, previene la imbibicion de

la semilla y controla el ciclo celular (Piskurewicz et al., 2008).

Los experimentos de aplicacion foliar de iSB09 y ABA proporcionaron evidencia solida
sobre los efectos fisiologicos de estos compuestos en plantas adultas. Se observo un
cierre estomatico mas prolongado en las plantas 5M tratadas con iSB09, que se mantuvo
hasta 96 horas después de la aplicacion (Fig. 12). Este efecto se confirmé tanto mediante
mediciones de transpiracién, como por termografia infrarroja (Fig. 15), que mostré un
aumento significativo en la temperatura foliar de las plantas 5M tratadas con iSB09. Estos
resultados indican que la combinacion de la sobreexpresion del receptor PYLI®™ y el
tratamiento con iSBO9 produce una respuesta mas sostenida en el control estomatico,
lo que podria contribuir a una mayor eficiencia en el uso del agua. Esto se ve apoyado
por estudios anteriores del laboratorio (Lozano-Juste et al., 2023; Sanchez-Olvera et al.,

2024).

Un hallazgo particularmente interesante fue la capacidad de las plantas 5M tratadas con
iSBO9 para mantener tasas fotosintéticas mas altas durante periodos prolongados de
sequia. Después de 12 dias sin riego (Fig. 17), estas plantas mostraron una actividad
fotosintética significativamente mayor en comparacion con las plantas WT y las tratadas
solo con ABA. Ademas, tras la rehidratacion, las plantas 5M exhibieron una recuperacion

mas rapida y eficiente de la fotosintesis. Estos resultados sugieren que la combinacion
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de la sobreexpresion del receptor PYLI®" y el tratamiento con iSB09 no solo disminuye
la pérdida de agua, sino que también ayuda a mantener la capacidad fotosintética en
condiciones de estrés hidrico. Es importante recalcar que a pesar de la similitud en la
respuesta fisiologica de las plantas tratadas con ABA e iSB09, la concentracion era de 10
veces mayor, lo que muestra la potencia y eficacia de este agonista sobre las plantas 5M.
Las plantas 5M sin tratamiento de agonista también senalan hacia una tendencia de
proteccion. Anteriormente se ha descrito que la sobreexpresion de receptores de ABA,

sin combinacién con agonistas, tienen efecto protector (Zhang et al., 2022).

Las especies con mas habilidades competitivas, hablando desde un punto ecologico,
tienen una mayor capacidad de adquisicion de los recursos. Estas especies, como puede
ser N. benthamiana, tienen una Gs,,, y tasa fotosintética mas alta ante situaciones con
muchos recursos hidricos y un cierre estomatico mas sensible en situaciones de déficit
hidrico (Henry etal, 2019). Esto hace que esta especie pueda mantener la tasa
fotosintética en condiciones de estrés hidrico moderado, hasta los 7 dias sin riego.
Después, solamente las plantas 5M que habian recibido tratamiento con ABA 100 yM o
iSBO9 10 yM mantuvieron las tasas fotosintéticas en los dias posteriores. Esto parece

senalar a un efecto de priming o acondicionamiento.

En resumen, los resultados muestran que el tratamiento con iSB09 tiene un efecto
significativo en la fisiologia de las plantas, especialmente en las plantas transgénicas 5M.
La interaccion entre el genotipo, el tratamiento y el tiempo es clave para comprender
las diferencias en la respuesta fotosintética y en la resistencia a la sequia. Las plantas 5M
tratadas con iSBO9 demostraron una mayor resiliencia frente a condiciones de estrés

hidrico en comparacién con las plantas WT y aquellas tratadas con ABA.

Los compuestos | y 2 presentan un potencial como bioestimulantes para aumentar la
senalizacion del acido abscisico y la tolerancia a estrés en plantas. En los ensayos iniciales
de luciferasa, dos compuestos mostraron actividad prometedora en la activacion de
dicha senalizacion. A pesar de esto, no se observo inhibicion de las fosfatasas PP2C, lo
que sugiere que estos compuestos no actuan uniéndose directamente a los receptores.
Finalmente, ambos compuestos, especialmente el compuesto |, provocaron una fuerte
activacion de genes marcadores de respuesta a ABA, indicando su importancia en la
expresion génica relacionada con el estrés abidtico. En estudios anteriores, se ha visto

la relacion del compuesto | con el estrés y la senalizacion de ROS, por lo que se
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hipotetiza que pueda estar conectado con el ABA. Ademas, se ha visto anteriormente
que el compuesto 2 se induce en las células guarda de los estomas en presencia de ABA.
Estos hallazgos son prometedores en el campo de la sefalizacion hormonal por estrés.
El siguiente paso en el laboratorio es analizar el RNA-seq con estos compuestos para

estudiar los cambios inducidos en el transcriptoma.

5. Conclusiones
I. Expresién estable de CsPYLI°™ mediante la transformacion genética de N.

benthamiana. La transformacion genética en N. benthamiana se llevé a cabo de manera
exitosa. Se han conseguido lineas no segregantes con la integracion estable del transgén

y la expresién de la proteina de interés, 3HA-CsPYLI®"™.

2. Inhibicion de la germinacion del ABA e iSB09 en la germinacion. Los ensayos
de germinacion mostraron que las semillas transgénicas 5M y las WT responden de
manera diferente a los tratamientos con ABA e iSB09. Las semillas 5M fueron mas
sensibles a iSB09 ya a dosis bajas de agonista, mientras que las WT solo mostraron

inhibicion a partir de 10 pM.

3. Cierre estomatico y fotosintesis. Los experimentos de pulverizacion con
agonistas revelaron que tanto el ABA como el iSB09 indujeron un cierre estomatico
significativo en plantas 5M y WT. Sin embargo, las plantas 5M mostraron un cierre
estomatico mas prolongado, especialmente con iSB09, afectando a la transpiracion por

un periodo mas largo que en las WT.

4. Resistencia a la sequia. Las plantas 5M tratadas con iSB09 y ABA mostraron una
mayor resistencia a la sequia, manteniendo la tasa fotosintética durante mas tiempo en
condiciones de estrés hidrico. Tras la rehidratacion, las plantas 5M mostraron una

recuperacion fotosintética mas rapida y efectiva que las WT.

5. Interaccion tratamiento-genotipo-tiempo. Los resultados del anilisis
estadistico revelaron efectos significativos del tratamiento, el genotipo y el tiempo sobre
los parametros fisioldgicos. La interaccion entre estas variables demostro que el
tratamiento con iSB09 afecta de manera diferencial a las plantas 5M en comparacion con

las WT, particularmente en términos de fotosintesis y respuesta al cierre estomatico.
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6. Se han descubierto dos compuestos de origen natural identificados
mediante computacion de alto rendimiento con potencial de proteccion

frente a la sequia. Los compuestos | y 2 activan la sefalizacion de ABA.

7. Los resultados de este Trabajo de Fin de Master demuestran el potencial
de los abordajes genéticos-quimicos en la resistencia a estreses abiéticos,

como la sequia.
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ANEXO |. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE
DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del

trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo | No procede
ODS I. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no X
contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento X
econoémico.

ODS 9. Industria, innovacion e X

infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las X
desigualdades.

ODS Il. Ciudades y comunidades X
sostenibles.

ODS 12. Produccion y consumo X

responsables.

ODS 13. Accion por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X
ODS I5. Vida de ecosistemas X
terrestres.

ODS |6. Paz, justicia e instituciones X
solidas.

ODS 17. Alianzas para lograr X
objetivos.
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Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de

relacion mas alto.
ODS 2: Hambre Cero

Mi TFM contribuye directamente a este objetivo ya que busca aumentar la productividad
agricola y la resiliencia de los cultivos frente al cambio climatico. Esto es crucial para

garantizar la seguridad alimentaria global.

ODS 9: Industria, Innovacion e Infraestructura

Este trabajo contribuye al avance del conocimiento cientifico en el campo de la fisiologia
vegetal y la biologia molecular. Los resultados de esta investigacion podrian tener

aplicaciones en la industria agricola y biotecnologica.
ODS 13: Accion por el Clima

Frente a condiciones climaticas cambiantes, esta estrategia ayuda a los cultivos a
adaptarse a condiciones mas secas, que son una consecuencia prevista del cambio

climatico.
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