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RESUMEN

La genética quimica es una potente herramienta basada en el empleo de
moléculas para estudiar funciones génicas conocidas o descubrir nuevas
funciones, mediante la identificacién de compuestos quimicos que interfieran o
promuevan ciertos procesos biolégicos de interés. En esta tesis se ha explorado
el uso de la genética quimica con el fin de diseccionar rutas de sefalizacién en
plantas, tanto con un objetivo de generar conocimiento fundamental, como con
un objetivo mas aplicado. En ambos casos, el abordaje ha consistido en el
rastreo de una quimioteca de 10 mil compuestos, para encontrar aquéllos con
las propiedades deseadas.

Las giberelinas son hormonas vegetales que regulan distintas
transiciones del desarrollo de las plantas, y permiten optimizar el patréon de
crecimiento en funcidn de las condiciones ambientales. La sefializacién por
giberelinas supone la induccién de la degradacién de las proteinas DELLA,
proteinas de localizacidon nuclear que regulan la expresion génica mediante la
interaccién fisica con mas de 100 factores de transcripcion. El hecho de que
estas hormonas provoquen efectos tan amplios nos ha impulsado a la bisqueda
de compuestos equivalentes a las giberelinas pero que afecten sdlo a algunos
procesos en concreto, sin alterar el resto. Para ello hemos realizado dos
rastreos: el primero buscando compuestos agonistas de giberelinas en la
expansion celular en Arabidopsis, y el segundo buscando compuestos que
impidan de forma selectiva la interaccion entre DELLAs y sélo un subgrupo
reducido de factores de transcripcién mediante el ensayo de doble hibrido en
levadura. En ambos casos, los rastreos han permitido identificar moléculas con
el comportamiento deseado: moléculas que activan la ruta de giberelinas de
forma independiente de su receptor (es decir, en etapas posteriores de la
sefializacion), y moléculas que inhiben la interaccién de DELLAs preferen-
temente con ARR1, BZR1, PIF4 o KAN1.

El fésforo es un componente esencial para las plantas, y éstas lo toman
en forma de fosfato inorganico, cuya fuente, la roca fosforica, es un recurso
limitado, no renovable y del que no se dispone alternativa. Debido a ello, la
fertilizacion fosfatada sufre un encarecimiento sostenido. En colaboracién con
Dadelos Agrosolutions S.L. se han buscado compuestos que mejoren la
capacidad de asimilacidon de fosfato, usando la linea marcadora IPS1::GUS en



Arabidopsis. La expresion de este testigo se induce en presencia de
concentraciones bajas de fosfato, y el rastreo de la quimioteca de 10 mil
compuestos ha permitido encontrar aquellos que mantienen la expresion del
testigo reprimida incluso en bajo fosfato. Aln mas importante es la observacion
de que algunos de estos compuestos mejoran el crecimiento de las plantas en
concentraciones subdptimas de fosfato, y que los andlisis metabolémicos y
transcriptdmicos sugieren que estos compuestos favorecen la asimilacién de
fosfato.



RESUM

La geneética quimica és una potent eina basada en I'Us de molécules per
estudiar funcions geniques conegudes o descobrir noves funcions, mitjangant la
identificaci6 de compostos quimics que interfereixin o promoguin certs
processos biologics d'interes. En aquesta tesi s'ha explorat I'Us de la genética
guimica per tal de disseccionar rutes de senyalitzacié en plantes, tant amb un
objectiu de generar coneixement fonamental, com amb un objectiu més aplicat.
En ambdds casos, I'abordatge ha consistit en el rastreig d'una quimioteca de 10
mil compostos, per trobar aquells amb les propietats desitjades.

Les gibberel-lines sén hormones vegetals que regulen diferents
transicions del desenvolupament de les plantes, i permeten optimitzar el patré
de creixement en funcié de les condicions ambientals. La senyalitzacié per
gibberel-lines suposa la induccié6 de la degradacié de les proteines DELLA,
proteines de localitzacié nuclear que regulen I'expressié genica mitjangant la
interaccié fisica amb més de 100 factors de transcripcid. El fet que aquestes
hormones generin efectes tan amplis ens ha impulsat a la recerca de compostos
equivalents a les gibberel-lines perd que afectin només a alguns processos en
concret, sense alterar la resta. Per aix0 hem realitzat dos rastrejos: el primer
buscant compostos agonistes de gibberel-lines en I'expansié cel-lular en
Arabidopsis, i el segon buscant compostos que impedeixin de manera selectiva
la interaccio entre DELLAs i només un subgrup reduit de factors de transcripcié
mitjancant |'assaig de doble hibrid en llevat. En tots dos casos, els rastrejos han
permes identificar molecules amb el comportament desitjat: molécules que
activen la ruta de gibberel-lines de forma independent del seu receptor (és a
dir, en etapes posteriors de la senyalitzacid), i molécules que inhibeixen la
interaccié de DELLAs preferentment amb ARR1, BZR1, PIF4 i KAN1.

El fosfor és un component essencial per a les plantes, i aquestes ho
prenen en forma de fosfat inorganic, del qual la font, la roca fosforica, és un
recurs limitat, no renovable i del qual no es disposa alternativa. A causa d'aixo
la fertilitzacio fosfatada pateix un encariment sostingut. En col-laboracié amb
Dadelos Agrosolutions S.L. s'han buscat compostos que millorin la capacitat
d'assimilacié de fosfat, mitjancant el rastreig de la quimioteca i la seleccio de
molécules que permetin reprimir I'expressid del marcador IPS::GUS en
Arabidopsis en condicions suboptimes de fosfat en les que aquest esta



normalment encés. S'han pogut trobar tres compostos que augmenten la
capacitat del fosfat per a reprimir I'expressié genica, alhora que augmenten la

capacitat de creixement de les plantes en preséncia de concentracions
suboptimes de fosfat.



ABSTRACT

Chemical genetics is a powerful approach that uses small molecules to
probe gene function. In this Thesis, we have explored the use of chemical
genetics to disect plant signaling pathways, both with an academic goal of
generating new knowledge of those pathways, and also from a biotechnological
perspective. Our approach has consisted in screening a library of 10.000
compounds to search those with the expected effects in different situations.

Gibberellins are plant hormones that regulate multiple processes in plant
development and that allow them to tune their growth and development
according to the environmental conditions. Gibberellin signaling proceeds
through the degradation of DELLA proteins, the negative regulators of the
pathway that regulate gene expression through the interaction with multiple
transcription factors. To further dissect this pathway, we have sought to
identify compounds with gibberellin-like activity affecting only a subset of
processes. For that purpose, we have performed two screenings, in one of them
we have searched for compounds affecting cell expansion in Arabidopsis
seedlings, and in the other for compounds that prevent the interaction of a
DELLA protein with a particular transcription factor in yeast two-hybrid assays.
We have identified compounds with the expected behavior: compounds that
activate the pathways downstream of the receptor, and others that prevent
interaction with ARR1, BZR1, PIF4 or KAN1.

Gibberellins are plant hormones known to regulate multiple aspects of
plant development mainly trasferring environmental information to pre-
established developmental programs. Gibberellin signaling proceeds through
the degradation of nuclear localized DELLA proteins, which regulate gene
expression through physical interaction with over 100 transcription factors. The
vast effect of gibberellins on plant growth has prompted us to search for
compounds that exert gibberellin-like effects limited to certain agronomically
important traits without affecting the rest of the processes. Here we have
attempted two strategies: in the first one, we have tried to identify gibberellin
agonists for cell expansion in Arabidopsis; and in the second one we have
searched for compounds that specifically prevent the interaction of DELLAs with
a smaller set of transcription factors. The first screening has yielded compounds
that mimick gibberellin action but act downstream of the gibberellin receptor,



and the second one has allowed the identification of molecules that specifically
impair the interaction with ARR1, BZR1, PIF4 or KAN1.

Phosphorus is an essential component for plants, which is taken up in
the form of inorganic phosphate. The source of phosphate fertilizers is limited
at a global scale, not renewable, and currently without an alternative. In
collaboration with Dadelos Agrosolutions SL, we have searched for compounds
which improve phosphate assimilation, using the Arabidopsis reporter line
IPS1::GUS. The expression of this reporter gene is induced in the presence of
low phosphate concentrations, and we have successfully screened the
collection of 10.000 compounds to find those that allow repression of this
reporter gene at low phosphate. Importantly, some of these compounds also
improve plant growth under suboptimal phosphate concentrations, and the
metabolomic and transcriptomic analyses in the presence of these compounds
suggest that they favor phosphate assimilation.
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Abreviaturas

ABA
ADP
ATP
bHLH
BR
CK
DMSO
FC

FR
GA
GUS

HR
1AA
JA

LD
Ler
MoA
oD

PAC
PCA

PCR
Pi

PS
PSI
qPCR

RNasa
RT
SA
SD

TF

Acido abscisico

Adenosin difosfato

Adenosin trifosfato
Hélice-bucle-hélice basica / Basic helix-loop-helix
Brasinosteroides
Citoquininas

Dimetilsufoxido

Tasa de cambio / Fold change
Rojo lejano / Far-red
Giberelina

B-glucuronidasa

Histidina

Humedad relativa

Acido indolacético

Acido jasménico

Leucina

Dia largo / Long day
Lansdberg erecta

Modo de accién / Mode-of-action
Densidad dptica

Fosforo

Paclobutrazol

Andlisis de componentes principales
Reaccién de cadena de la polimerasa / Polymerase Chain
Reaction

Fosfato inorganico

Fotosistema

Inducible por ayuno de fosfato / Pi-starvation-inducible
PCR cuantitativa

Rojo / Red

Ribonucleasa

Transcripcion reversa

Acido salicilico

Dia corto / Short day

Triptofano

Factor de transcripcion / Transcription factor



TR
uv
Y2H
3AT

Abreviaturas

Regulador de transcripcién / Transcription regulator
Ultravioleta

Sistema de doble hibrido en levadura / Yeast two hybrid
3-amino-1,2,4-triazol
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Introduccion

1. Genética quimica

En los primeros tiempos de la investigacidon genética en plantas, un gen
sélo podia identificarse a partir de alteraciones fenotipicas. Es decir, partiendo
del fenotipo de un mutante se identificaba el locus en el que se habia producido
la mutacién responsable del fenotipo alterado, y se intentaba clonar el gen
correspondiente. Esta es la llamada genética “directa”, cuyo término es
utilizado como sindnimo en sentido amplio de genética “cldsica”. Los avances
aportados por la llegada de la biologia molecular permitieron invertir el
abordaje: partiendo de un gen conocido, se determinaba su funcion mediante
el empleo de herramientas de genética molecular y transgénesis para generar
mutantes, y el andlisis de su fenotipo se deducia la funcién. Esta es la conocida
como genética “reversa”.

La genética quimica es una nueva y potente herramienta para estudiar la
funcion génica que en lugar de mutaciones utiliza moléculas para descubrir
genes o funciones de interés (Figura 1.1). La labor fundamental de la genética
quimica puede resumirse en identificar y caracterizar moléculas bioactivas
mediante cribado, bioensayos y optimizacién quimica, y emplear esas
moléculas como herramientas quimicas para estudiar dianas bioldgicas.

Genetic approach Chemical-genetic approach Figu ra 1.1: Com pa raCién entre un
w rastreo genético cldsico y un rastreo de
genética quimica. (A) La estrategia
l genética generalmente conlleva
Mutant
screen

l ] mutantes en busca de un fenotipo de

Chemcal  rastrear una gran poblacién de

screen

interés, obtener la generacién F2 entre

g prenchpe ? el mutante y su parental silvestre, y

clonar el gen. (B) En el abordaje de

Clone gene l genética quimica el rastreo de

l Biochemical fenotipos alterados se efectua frente a
purification

e l una coleccion de moléculas. Una vez

Gene knockout

l identificado un fenotipo de interés, se

Identify Q¥
function

pueden usar estrategias bioquimicas

para identificar la diana del compuesto.

O (De McCourt and Desveaux, 2009).
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Introduccion

Dependiendo del tipo de abordaje, suele distinguirse entre genética
quimica directa y reversa (Figura 1.2). En el primer caso, el enfoque consiste en
someter a un organismo a un rastreo frente a una coleccién de moléculas. Una
vez seleccionado un fenotipo inducido quimicamente, la identificacion de la
diana del compuesto puede realizarse por una aproximacién genética —por
ejemplo rastreando mutantes resistentes al compuesto—, o bien mediante
técnicas bioquimicas que permitan purificar dicha diana por su interacciéon con
el compuesto quimico. Es decir, se parte de una molécula que produce un
fenotipo especifico y se intenta identificar la proteina que se enlaza con la
molécula y causa el fenotipo al tener su funcién modulada. En el abordaje
reverso el punto de partida es una proteina de interés, y se intenta interferir
guimicamente con su funcién con una coleccién de compuestos o disefiando
moléculas sintéticas especificas que puedan modular su actividad, evaluando el
fenotipo obtenido en el organismo de interés (Serrano et al., 2015; Dejonghe
and Russinova, 2017).

A B
Phenotypic chemical ing Target-based chemical screening
&
S .
i Purified protein %
Plants/seedlings ”
(e le e eladlad {ﬁi}
Phenotypic F
screening Activity 5
screening 3
Compounds
Compound
selection 1
Compound Y.
selection ~ .
Target 1
identification

Phenotypic @
analysis

Figura 1.2: Comparacion entre abordajes de genética quimica directa (A) y
reversa (B). (A) El objetivo del rastreo directo o fenotipico es identificar, a partir
de una coleccién de sustancias quimicas, un compuesto bioactivo que provoque
una alteracién fenotipica. Una vez que se encuentra este compuesto, se
identifica el objetivo molecular. (B) El objetivo del rastreo reverso o basado en
diana es identificar un compuesto que module la actividad de una proteina de
interés. Posteriormente, el compuesto quimico se utiliza para determinar el
efecto fenotipico. (De Serrano et al., 2015).
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Introduccion

El conjunto de todas las estructuras moleculares posibles se denomina
universo quimico, y se caracteriza por la variacion en multiples propiedades: el
peso molecular, el area superficial, la carga eléctrica, el indice de
hidrofobicidad, el nimero de donadores o aceptores de enlaces por puentes de
hidrogeno y el nimero de enlaces de rotacién libre. Las regiones del universo
quimico donde residen componentes biolégicamente activos definen el espacio
quimico de interés bioldgico (Fu, 2012). La identificacion de moléculas activas
mediante rastreos se basa en la existencia de este espacio quimico, es decir, en
una coleccién de moléculas (quimioteca) complementaria al espacio diana
explorado, biolégico. Y el tamafio de ese espacio quimico o quimioteca
dependera en gran medida del conjunto de propiedades que se escojan. Las
moléculas que ocupan el espacio quimico bioldgico se definen mediante
descriptores de diversa indole como descriptores fenotipicos —si causan
alteraciones en el fenotipo—, o descriptores de bioactividad —si tienen efecto
sobre la actividad enzimatica.

Los requisitos de los compuestos que componen el espacio de interés
bioldgico en el campo de la agroquimica (Tabla 1.1) se rigen por las mejoras
propuestas por Ghose et al., 1999 a la ‘regla de cinco de Lipinski’ (Lipinski et al.,
1997), con ligeras modificaciones para herbicidas e insecticidas (Tice, 2001).

Tabla 1.1: Pardmetros asociados a la bioactividad de una molécula.

Propiedad molecular

Peso molecular (Da) 150 - 500
Donadores de enlaces por puentes de H <5
Aceptores de enlaces por puentes de H <10
log P (coeficiente de reparto octanol/agua) <5
Radicales de rotacidn libre <12

Ademas de la regla de Lipinski, las quimiotecas de compuestos bioactivos
deben cumplir una serie de caracteristicas para considerarse Utiles: variedad en
complejidad estructural, gran diversidad quimica, muy baja reactividad quimica,
exhaustivos estudios de relacidén estructura-actividad (SAR) a partir del analisis
de derivados de los compuestos para identificar qué grupo contribuye a la
bioactividad, y elevada probabilidad de identificar dianas tanto por abordajes
genéticos como bioquimicos (Toth and van der Hoorn, 2010).
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Introduccion

La confluencia de los progresos en las areas de la quimica, biologia y
genética por un lado, y en las técnicas de automatizacion y computacion por
otro, han posibilitado en gran medida la irrupcién de la genética quimica.
Ademas, los avances y el abaratamiento de los Ultimos afios en las tecnologias
de secuenciacidn y sintesis quimica han sido cruciales en el éxito de la genética
guimica. La secuenciacion y la subsecuente gendmica comparada han revelado
un gran numero de posibles dianas. De forma paralela, los avances en quimica
combinatoria han posibilitado la confeccion de quimiotecas sintéticas y la
comercializacién de moléculas que hasta el momento eran econémicamente
inviables. Todo ello ha contribuido a la busqueda sistematica de moduladores
moleculares que nos permitan elucidar las complejas redes de los sistemas
bioldgicos.

El creciente interés de la industria farmacéutica, y mas recientemente de
la biotecnologia, en la identificaciéon y catalogacidon de productos naturales y
moléculas sintéticas para dirigirlos contra dianas especificas, ha supuesto un
empuje que ha propiciado la rapida progresién de la genética quimica. Tal es
asi, que en los ultimos afios se ha intensificado la busqueda de farmacos y el
desarrollo de moléculas bioactivas que sirvan como medicinas y como
herramientas moleculares en investigacion basica, abriendo nuevas
posibilidades para investigaciones funcionales.

Los ensayos de genética quimica requieren rastreos de alto rendimiento,
por lo que resultan esenciales sistemas facilmente reproducibles y maleables
genéticamente como los cultivos celulares o levadura (Saccharomyces
cerevisiae). En cuanto a los organismos modelo utilizados en genética quimica,
es necesario que produzcan un gran numero de embriones. Entre ellos
encontramos Caenorabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis o
Danio rerio. En la biologia vegetal, el modelo mas utilizado ha sido Arabidopsis
thaliana.

Los rastreos de genética quimica realizados en Arabidopsis han
consistido principalmente en sembrar semillas silvestres en medio al que se ha
afiadido una coleccién de compuestos y ver qué moléculas causan un
determinado fenotipo en la plantula (Figura 1.3A). Mientras que la continuacion
mas habitual ha sido identificar mutantes resistentes a ese compuesto para
identificar el genes implicados en la actividad del compuesto (Figura 1.3B).
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Introduccion

8 Add small molecule library b Mutagenized
to MS media in multiwell plate seeds
ﬂAdd WT seeds
0 CHy

7 Grow on
¥ ot N impregnated
23283338 slom: 7 media

Select for specific
phenotype
Screen for specific phenotype .Z
L d i 4 5 ”
0 CHy -

Identify mutated gene

Identify molecule that
produces phenotype g NH,
oM

CHy

Figura 1.3: Rastreos de genética quimica en plantas. (A) Rastreo directo para
identificar moléculas causantes de un fenotipo especifico. (B) Rastreo de
mutantes resistentes a los efectos de un determinado compuesto. (De Blackwell
and Zhao, 2003).

La mayoria de los rastreos quimicos en plantas hechos hasta la fecha
estan basados en la seleccion por fenotipo (Tabla 1.2) y han estado
relacionados con la sefalizacién de hormonas de crecimiento. Por ejemplo,
relacionado con la ruta de brasinosteroides (BR) se ha identificado la bikinina,
una molécula que activa la sefalizacion de BR aguas abajo del receptor de BR.
Esta molécula interactia con 7 de las 10 GSK3s (glycogen synthase kinase 3) de
Arabidopsis que modulan la sefializacidon de BR, actuando como competidor del
ATP e inhibiendo su actividad. La inhibicidon de estas 7 GSK3s es suficiente para
activar las respuestas a BR, lo que sugiere que la inactivacién de GSK3s es una
etapa esencial en la sefializacién de esta hormona (De Rybel et al., 2009). En
otro rastreo quimico se ha encontrado el brassinopride (BRP), un compuesto
que inhibe la sefializacidon de BR y activa la respuesta a etileno (Gendron et al.,
2008).
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Introduccion

Tabla 1.2: Rastreos de genética quimica en planta basados es fenotipo.

Compuesto Modo de accién

Referencia

Sefalizacion hormonal
Gravacin Inhibidor del transporte de auxinas

Activadores de la sefializacion por

Proauxins .
auxinas
Yucasin Inhibidor de la sintesis de IAA
. Altera de la distribucion de PIN
Rootin

mediada por auxina

. Activador de la sefalizacion por
Germostatin

auxinas
Pyrabactin Agonista selectivo de ABA
DEPM Re:guliado.r,negatlvo dela
sefializacién por ABA
AA1l Antagonista de ABA
Bestatin Activador de la sefializacion por JA
Jarin-1 Inhibidor de la sefializacién por JA

Brassinopride Inhibidor de la sintesis de BR

Bikinin Activador de la sefializacion por BR

Acsinones Inhibidores de la sintesis de etileno

Inhibidor de la sintesis de auxinas

L-kynurenine .
regulada por etileno

Inhibidor de la sintesis de

Cotylimides .
estrigolactonas

Inhibidor de la sefializacién por

Soporidine .
estrigolactonas

(Surpin et al., 2005)

(Savaldi-Goldstein et
al., 2008)

(Nyshimura et al.,
2014)

(Jeong et al., 2015)

(Ye et al., 2016)

(zhao et al., 2007)

(Kim et al., 2011)

(Ye et al., 2017)

(Zheng et al., 2006)

(Meesters et al., 2014)

(Gendron et al., 2008)

(De Rybel et al., 2009)

(Lin et al., 2010)

(He et al., 2011)

(Tsuchiya et al., 2010)

(Holbrook-Smith et al.,
2016)
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Compuesto Modo de accién

Referencia

Desarrollo
PATI-1a-4
HYVP-1a-3 Modificadores del patrén vascular
OVP-1y-2

C17 Inhibidor de la sintesis de celulosa

Aumenta la tasa de formacién de

Hyperphyllin hojas

Inhibidor de la division asimétrica

Bubblin
estomatal

Trafico de membranas

Inhibidor de la actina del

Endosidinl .

citoesqueleto
Endosidin2 Inhibidor de exocitosis
Endosidin9 Inhibidor de endocitosis

Inmunidad y muerte celular

Oxytriazine
v . Modificadores de la respuesta
Fluazinam .

L inmune desencadenada por el
Cantharidin , .
- patron molecular asociado a

. atégenos (PAMP
Triclosan patos ( )
L Potenciadores de muerte celular
Imprimatin A . .
vB activada por patdgenos. Afectan al

metabolismo de SA.

Asimilacion de fosfato

Alivia las respuesta a ayuno de

Phosphatin fosfato

Inductor de las respuestas a ayuno

sl de fosfato

(Carland et al., 2016)

(Hu et al., 2016)

(Poretska et al., 2016)

(Sakai et al., 2017)

(Robert et al., 2008)

(Zhangi et al., 2016)

(Dejonghe et al., 2016)

(Serrano et al., 2007)

(Noutoshi et al., 2012)

(Arnaud et al., 2014)

(Bonnot et al., 2016)
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No solo se han encontrado compuestos que permiten inferir elementos
conocidos en las distintas rutas se sefializacién. Los abordajes de genética
guimica también han conseguido identificar nuevas dianas como SIR1, un
regulador positivo de auxinas (Zhao et al., 2003), PGP19 (P-glycoprotein19), una
diana de la gravacina, la cual altera el gravitropismo a través de la inhibicién del
transporte de auxina llevado a cabo por los complejos PGP19-PIN (Rojas-Pierce
et al., 2007), o BIL4, una proteina transmembrana que regula la elongacion
celular mediando en la sefalizacion de BR (Yamagami et al., 2009).

Los sistemas de doble hibrido en levadura (Y2H) son una herramienta
especialmente adecuada para identificar moléculas que interfieran con las
interacciones proteina-proteina y, especialmente, con los complejos receptores
de hormonas (Quini, 2014). Este tipo de rastreo se ha empleado para encontrar
agonistas y antagonistas de JA (Fonseca et al., 2014) y también para identificar
la quinabactina, un agonista de ABA que activa los receptores PYR1, PYL1, PYL2
y PYL3. (Okamoto et al., 2013).

Las posibilidades de la genética quimica son amplias, y dependiendo del
enfoque con el que se plantee un rastreo quimico, se puede dirigir en gran
medida el tipo de actividad de las moléculas obtenidas a partir de éste.

2. Fitohormonas: giberelinas.

Las hormonas vegetales son compuestos orgdnicos principalmente
derivados de las rutas de metabolitos secundarios, que actian a muy bajas
concentraciones y que son capaces de regular procesos fisiolégicos. Ademas, la
mayoria poseen la facultad de ser transportadas a través de los tejidos
conductores a lo largo de la planta desde el lugar de sintesis hasta el lugar
donde realizan su accion.

Tienen dos caracteristicas distintivas con respecto a las hormonas
animales: ejercen efectos pleiotrdpicos, actuando sobre numerosos procesos
fisiologicos, y su sintesis no esta restringida a un drgano especializado, sino que
casi todos los tipos celulares tienen capacidad de sintesis, y existe una variacion
cualitativa y cuantitativa segun los drganos.
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Previamente a su descubrimiento, investigaciones del S. XIX vya
demostraron que determinados procesos del crecimiento vegetal estaban
regidos por ciertas sustancias moviles. Ya en el S. XX empezaron a determinarse
los primeros reguladores, los que hoy conforman las denominadas hormonas
clasicas (auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y acido abcisico). El nimero
ha ido aumentando con la identificacion posterior de brasinosteroides, acido
salicilico, jasmonatos, y estrigolactonas.

Las hormonas se han venido separando en dos grupos: las hormonas de
crecimiento (auxinas, citoquininas, giberelinas o brasinosteroides) y aquellas
gue estan relacionadas con procesos de estrés (etileno, acido jasménico o acido
salicilico). Sin embargo, estudios recientes apuntan a que muchos de estos
reguladores estan implicados en ambos tipos de procesos (desarrollo y estrés)
(Jaillais and Chory, 2010).

Las giberelinas (GAs) son una amplia familia de diterpenos acidos cuyo
esqueleto basico esta constituido por un anillo de ent-giberelano. Se dividen en
GAs de 19 6 20 atomos de C, siendo estas ultimas las que tienen mayor
actividad. Deben su nombre al hongo Gibberella fujikuori, causante de una
enfermedad detectada en 1926 que provocaba un hipercrecimiento de la cafia
de arroz y su posterior encamado. En 1938 Yabuta y Sumiki aislaron la sustancia
causante de dicho efecto y la denominaron giberelina. En la década de los 50 de
comprobd que las plantas también podian sintetizar GAs y se empezé a sugerir
que actuaban como reguladores enddgenos del crecimiento (Radley, 1956;
Phinney et al., 1957).

Durante las décadas de los 60 y 70 aconteceria el hito que mas tarde
revelaria la gran importancia que las GAs tienen en la agricultura moderna: la
“Revolucién Verde”. Esta se basé en la obtencién de forma empirica de
variedades enanas de los principales cultivos extensivos a nivel mundial,
principalmente cereales (maiz, trigo y arroz), que aportaban una mayor relacidon
grano/paja ademas de ciertas tolerancias a determinados tipos de estrés. Mas
tarde se sabria que dichas variedades eran mutantes de sefalizacién de GAs
(Peng et al., 1999).

Existen mas de 125 GAs en plantas superiores, pero sélo unas pocas
tienen actividad bioldgica. El resto son precursores o productos inactivos. Las
mas bioactivas son GA;, GA; y GA,. GA; es ademas la GA mas comun en plantas.
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La sintesis de GAs se realiza a través de la via de los terpenoides y
transcurre en tres compartimentos celulares (Hedden and Phillips, 2000).
Comienza en los plastos con la formacién de ent-kaureno a partir de geranil
geranil difosfato (GGDP) mediante reacciones de ciclizacidn, el cual se oxida en
el reticulo endoplasmadico a GA;,-aldehido, la primera GA. A partir de GA,, se
sintetizan las demas giberelinas en el citosol mediante una serie de reacciones
de oxidacion catalizadas principalmente por dos grupos de oxidasas, las GA20-
oxidasas (GA20ox) y las GA3-oxidasas (GA3o0x), al final de las cuales se obtiene
GA4 (Figura 1.4) (Appleford et al., 2006; Sponsel, 2006), la giberelina mas
bioactiva en Arabidopsis. GA;, es también sustrato de las GA13-oxidasas
(GA130x), que la oxidan a GAs,, precursor de GA;, la giberelina mas activa en
arroz.

Las GAs también son susceptibles a la desactivacion enzimatica. La
reaccion mejor conocida es la llevada a cabo por las GA2-oxidasas (GA20x), las
cuales oxidan las GAs bioactivas a formas inactivas (Figura 1.4). Ademas
también son capaces de oxidar los precursores directos de las GAs bioactivas,
regulando de este modo la cantidad de sustrato disponible para las GA3ox
durante la sintesis de GAs (Thomas et al, 1999; Schomburg et al., 2003).

La sintesis de GAs, asi como los niveles de GAs bioactivas, estan
regulados por mecanismos de retroalimentacién (Hedden and Phillips 2000). El
propio contenido de GA regula los niveles de expresién de las GA20ox, GA3ox y
GA2o0x para establecer la homeostasis. De este modo, ante un déficit de GA
aumentan los niveles de expresion de GA20ox y GA3ox (Phillips et al., 1995;
Yamaguchi et al., 1998; Xu et al., 1999) y disminuye el de GA2ox (Thomas et al,
1999). Al contrario ocurre si los niveles son altos.

Ademas de este mecanismo de autorregulacion, existen otros estimulos
gue modulan los niveles de GAs bioactivas, y por lo tanto estan implicados en la
homeostasis de GA. Es el caso de hormonas tales como las auxinas, que inducen
la expresion de los genes del metabolismo de GAs en Arabidopsis (Frigerio et
al., 2006), los brasinosteroides, que inducen la expresion de AtGA20ox1
(Bouquin et al., 2001), el ABA, que tiene un efecto negativo sobre los genes de
biosintesis de GA (Schomburg et al., 2003), o el etileno, cuyo efecto sobre el
contenido de GA depende del proceso de desarrollo (Achard et al., 2007).
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Figura 1.4: Biosintesis de giberelinas. ER: reticulo endopldsmico; GGDP:

geranylgeranyldiphosphate; CPS: ent-copalyl diphosphate synthase KS: ent-
kaurene synthase; KO: ent-kaurene oxidase; KAO: ent-kaurenoic acid oxidase;
GA130x: GA 13-oxidase; GA20ox: GA 20-oxidase; GA3ox: GA 3-oxidase; GA2ox:
GA 2-oxidase; GAMT: gibberellin methyltransferase; (Adaptado de Schmunk,
2014).

Algunos estimulos ambientales también han demostrado ser
importantes moduladores de los niveles de GAs bioactivas. La luz es uno de los
principales estimulos que afectan a los procesos de desarrollo, y hay varios
trabajos que relacionan las sefiales luminicas con la produccién de GAs. En
semillas la luz induce la sintesis de GAs aumentando los niveles de expresion de
GA200x y GA3ox, y reprimiendo la expresion de GA2ox (Yamaguchi et al., 1998;
Oh et al.,, 2006, Yamauchi et al.,, 2007). Curiosamente, después de la
germinacion el efecto de la luz es justamente el contrario, es decir, disminuye la
expresion de los genes de biosintesis y aumenta la de GA2ox (Achard et al.,
2007; Alabadi et al., 2008). La temperatura es otro importante factor externo
que afecta al desarrollo vegetal, en parte a través de la modulacion de los
niveles de GAs. La estratificacién de semillas de Arabidopsis en condiciones de
oscuridad y bajas temperaturas promueve la sintesis de GA promoviendo la
expresion de los genes de sintesis GA20ox y GA3ox y reprimiendo los genes
GA2o0x (Yamauchi et al., 2004). El efecto de la temperatura en crecimiento de
hipocotilo es el contrario una vez germinadas las semillas (Stavang et al., 2009).

Por ultimo, es bien conocido que las plantas reducen su tasa de
desarrollo ante condiciones de estrés, y esto es en parte debido a que decrece
el contenido de GA. Por ejemplo, las plantas que crecen en condiciones de
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salinidad poseen menos GAs bioactivas (Achard et al., 2006), y se ha propuesto
como causa la sobrerregulacidon de GA2ox7 (Yamaguchi, 2008).

Estos resultados apuntan a que la homeostasis de GA esta regulada por
diversos factores, tanto internos como externos, que actlan en conjunto
conseguir que se sintetice la cantidad éptima de GA.

3. Las proteinas DELLA.

La sefializacion por GAs se basa en la degradacion de las proteinas
DELLA, que son represoras del crecimiento. El modo en que las GAs promueven
el crecimiento es a través de la inactivacién de estas proteinas, actuando como
“inhibidor de un inhibidor” (Harberd et al., 2009) mediante la creacion del
complejo GA-GID1-DELLA.

Las proteinas DELLA forman parte de la familia génica GRAS, compuesta
por factores de transcripcion altamente conservados especificos de vegetales,
gue juegan un papel central en distintos procesos de desarrollo, transduccion
de sefiales y mantenimiento de meristemos (Bolle, 2004). Consta al menos de
33 miembros en Arabidopsis divididos en 8 subfamilias. Las 5 DELLAs descritas
en Arabidopsis constituyen la subfamilia IV.

Las proteinas GRAS poseen un dominio C-terminal conservado, llamado
dominio GRAS. Este a su vez estd formado por una regién de interaccién rica en
leucina y una regién reguladora (Figura 1.5). La parte N-terminal es variable y
confiere singularidad a cada subfamilia.

26



Introduccion

LRI VHIID LRIl PFYRE SAW

206 LXULL 261 275 314 318 352 359 411 LWL 422 499 514 578

Figura 1.5: Motivos conservados (arriba) vy
estructura del dominio GRAS de OsSCL7 (derecha)
(De Li et al., 2016).

Las DELLAs son represores de la sefializacion de GAs, y reciben este
nombre por el dominio homdnimo que se encuentra en el tercio N-terminal, el
cual contiene dos motivos altamente conservados (DELLA y VHYNP) y una
region Poly S/T, diana de fosforilaciones o glicosilaciones y que regula la
actividad represora (Bolle, 2004) (Figura 1.6). Los motivos LHR pueden mediar
interacciones entre proteinas; de hecho a esta primera parte del dominio C-
terminal rica en leucina se la conoce como dominio de dimerizacién, y fue
caracterizado mediante ensayos de doble hibrido en levadura donde se
comprobd la formacién de homodimeros de SLR1 (Itoh et al., 2002).

NLS NLS
I DELLA . TVHYNP . I LHRI | I I VHIID | | LHRII | | BEEYRE | |SAW| |

Dominio DELLA Dominio GRAS
(Especifico de respuesta a GA) (Dominio funcional)

Figura 1.6: Representacion esquemadtica de las proteinas DELLA. LHR, Leu
heptad repeat; NLS, nuclear localization signal. (Adaptado de Sun and Gubler,
2004 y de Daviére and Achard, 2013).

Las DELLAs se localizan en el nucleo. Son estables a bajas
concentraciones de GAs, pero se desestabilizan rapidamente al aumentar los
niveles de GAs (Peng and Harberd, 1997; Silverstone et al., 2001). El dominio
DELLA es esencial para la degradacion inducida por GAs. Consecuentemente,
mutantes DELLA carentes de este motivo son estables en presencia de GAs
(Peng et al., 1997; Dill et al, 2001).

Las 5 proteinas DELLA descritas en Arabidopsis son GAI, RGA, RGL1, RGL2
y RGL3. GAI (Gibberellic Acid Insensitive) y RGA (Repressor of gal-3) fueron las
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primeras en ser caracterizadas (Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998).
Ambas comparten mds del 80% de la secuencia de aminodacidos y tienen
funciones parcialmente redundantes.

La redundancia de DELLAs en Arabidopsis, asi como el solapamiento de
funciones, se ha puesto de manifiesto mediante el andlisis de combinaciones de
mutantes nulos. Por ejemplo, las mutaciones nulas simples de GA/ y RGA son
similares fenotipicamente a las plantas silvestres. Ambas mutaciones (gai-t6 y
rga-24) tienen un efecto sinérgico, recuperando conjuntamente el fenotipo
silvestre en un fondo deficiente en GAs (ga1-3) (Figura 1.7) (Dill and Sun, 2001),
lo cual indica que son reguladores negativos de la via. Este resultado apunta a
gue GAl y RGA participan en el control del tamafio de la planta, teniendo RGA
un rol predominante. Sin embargo, no restauran la germinacién de semillas ni el
desarrollo floral. En estas funciones tienen una mayor relevancia las otras tres
DELLAs: RGL1, RGL2 y RGL3 (Hussain and Peng, 2003; Gallego-Bartolomé et al.,
2010).

Figura 1.7:
Fenotipos de
mutantes gal-3,
gai-t6, rga-24y
combinaciones. (De
Hussain and Peng,
gai-t6/ rga-24/
gal-3 gai-t6/gal-3 2003)

rga-24/gai-té gal-3

4. Degradacion de las DELLAs inducida por GAs: complejo GA-GID1-DELLA.
Las DELLAs restringen el crecimiento y las respuestas a GAs. Las GAs

ejercen su actividad liberando la represion de las DELLAs mediante la formacion
de un complejo proteico y posterior degradacion.
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Este complejo requiere la presencia de GID1 (GA Insensitive Dwarf1), un
receptor soluble de GAs caracterizado en arroz y que consta de tres pardlogos
en Arabidopsis (GID1a-c) (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). GID1 posee un bolsillo
central en el que pueden acomodarse GAs bioactivas. La recepcion de una GA
causa un cambio alostérico en GID1 consistente en el plegamiento de la parte
N-terminal sobre la apertura del bolsillo. Este cambio posibilita la interaccion de
la zona exterior del plegamiento de GID1 con el dominio DELLA de la proteina
DELLA, formando asi el complejo GA-GID1-DELLA (Figura 1.8A) (Murase et al.,
2008). Dicho complejo induce un cambio conformacional en el dominio GRAS
de la proteina DELLA estabilizando el complejo. El complejo estable es
reconocido por un complejo E3 ubiquitin-ligasa de tipo SCF compuesto en
Arabidopsis por la proteina F-box SLEEPY1 (SLY1), que promueve Ila
poliubiquitinizacién y subsiguiente degradacion de las DELLAs por el
proteosoma 26S (Figura 1.8B) (Dill et al., 2004; Ariizumi et al., 2008), activando
asi las respuestas a GAs.

‘/\ .
~
DELLA .‘ ’ksm
SKP1
S .. sLy1 —
DELLA DELLA
+ +
@ syl
— (o) —_— )

. . Proteosoma 265

Respuesta

DELLA — o
a

—_ DELLA

Figura 1.8: Formacion del complejo GA-GID1-DELLA (A) y degradacién de
proteinas DELLA dependiente de GAs (B) (Adaptado de Daviere and Achard,
2013).

En los ultimos afios se han hecho diversos analisis transcriptdmicos que
muestran cambios en los niveles de expresidn en respuesta a GAs en diferentes
contextos. De éstos se extraen dos conclusiones: que las GAs regulan diversos
conjuntos de genes en diferentes tejidos y etapas de desarrollo, y que casi
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todos los cambios en la expresidon génica en respuesta a GAs estdn mediados
por las proteinas DELLA (Cao et al., 2006; Gallego-Bartolome et al, 2011).

5. Las DELLAs como hubs.

Las proteinas DELLA no tienen sitio de unién a DNA, pero hay evidencias
de que modulan la expresidn génica a través de la interaccion con otros factores
de transcripcion formando dimeros a través de los dominios LHR (Marin-de la
Rosa, 2014), y lo hacen de dos modos distintos: bien mediante el secuestro de
factores (TF) o reguladores (TR) de la transcripcion lejos de la cromatina, o bien
en el contexto de la cromatina mediante la interaccion con factores de
transcripciéon unidos a DNA, pudiendo activar o reprimir la transcripcion en
ambos casos (Figura 1.9).

-GA +GA
3 DELLA DELLA
~
'S
El
2 /@ /@
§ /\
$ [ L -

DIEREYA C R —— |  Djana/s de| TF ==t

DELLA

DELLA +/‘ +/.
[

———-__.oor—— Diana/sdel TF =00 Diana/s del TF =-

Actuacion en el contexto de la cromatina

Figura 1.9: Mecanismo de accidn de las proteinas DELLA: Secuestro de factores
de transcripciéon (arriba) y actuacion en el contexto de la cromatina (abajo).
(Adaptado de Daviere and Achard, 2013).
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La unién de las proteinas DELLA con PIF4 es un ejemplo del primer caso
(secuestro de TF). PIF4 (Phytochrome Interacting Factor 4) es un factor de
transcripcion de uniéon a DNA de tipo bHLH regulado negativamente por luz y
que activa la elongacién celular. En ausencia de GAs es secuestrado por las
DELLAs, manteniendo bloqueada su respuesta. Por el contrario, en presencia de
GAs las proteinas DELLA son degradadas, liberando asi a PIF4 que puede unirse
a DNAy activando la elongacion celular (de Lucas et al., 2008).

La unién de las proteinas DELLA GAl y RGA con ARR1 es un ejemplo de la
accion de las DELLAs como transactivadores. ARR1 es un factor de transcripcion
ARR (Arabidopsis Response Regulator) de tipo B de union a DNA que regula la
respuesta a citoquininas (CK). A bajos niveles de GAs, ARR1 recluta a las DELLAs
hacia las regiones promotoras de los genes de respuesta a CK. La DELLA
interacciona con ARR1 y actla como activador transcripcional de éste,
aumentando asi la respuesta a CK. En cambio, a altos niveles de GAs, las DELLAs
son degradadas, por lo que no pueden ser reclutadas por ARR1. De este modo
se ve reducida la respuesta a CK (Marin-de la Rosa et al., 2015).

Hasta la fecha se han publicado numerosas interacciones de las
proteinas DELLA con diversos factores de transcripcidn, involucrando a las
DELLAs en numerosas rutas de sefializacion (Daviere and Achard, 2013; Locascio
et al, 2013) (Figura 1.10). Se ha descrito la interaccién con PIF3 (Feng et al.,
2008) y PIF4 (de Lucas et al., 2008), relacionando asi la luz y la sefializacién por
GAs. Se ha determinado la relacién de la ruta de GAs con las rutas hormonales
de BR, citoquininas (CKs) y etileno a través de la interaccidon de las proteinas
DELLA con BZR1 (Gallego-Bartolome et al., 2012), ARR1 (Marin-de la Rosa et al.,
2015) y EIN3 (An et al., 2012) respectivamente. También se ha identificado la
interaccién con varios TCP de tipo | y Il, implicando a las DELLAs en procesos de
desarrollo vegetativo y germinacion (Daviére et al., 2014; Resentini et al., 2015).
Ademas, las DELLAs interaccionan con varias subunidades del complejo
prefoldina, lo que relaciona las DELLAs con la organizacidn de microtubulos
(Locascio et al., 2013).

Las DELLAs también parecen poder interactuar con otras proteinas
diferentes a factores de transcripcidon, como es el caso de las proteinas JAZ
(Jasmonate ZIM-domain), reguladores negativos de la ruta de sefializacién de
jasmonato (Hou et al., 2010).
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Todos estos ejemplos descritos sitlan a las proteinas DELLA en un lugar
central entre diversas redes de sefializacidon en plantas y apuntan a que ejercen
como hubs o “conectores” entre ellas. Identificar los posibles interactores de las
DELLAs, asi como entender el modo de interaccién con cada uno de ellos, son
avances clave para entender el mecanismo de sefializacion por GAs.
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Figura 1.10: Interactores de la proteina DELLA GAI agrupados segun el tipo de
proceso bioldgico en el que participan. (De Marin-de la Rosa et al., 2014).

6. Fosfato inorganico: la forma del fésforo asimilable por las plantas.

El fésforo (P) es componente esencial de importantes moléculas
orgdnicas tales como acidos nucleicos, ATP y fosfolipidos de membrana. Esta
presente en suelos, aunque por lo general en formas no disponibles para la
planta, por ejemplo formando complejos con calcio, hierro, aluminio o
compuestos organicos. La principal forma de fésforo asimilable es el fosfato
inorganico (Pi), que en suelo tiene una movilidad muy reducida y una baja
disponibilidad. Este es el motivo por el que muchos suelos, aun teniendo niveles
totales de fosforo que superan con creces las necesidades de la planta, no son
aptos para el cultivo por su bajo contenido relativo de fésforo asimilable. El
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fosfato inorganico es el principal factor limitante en la fertilizacidon fosfatada
debido a su baja solubilidad y alta capacidad de sorcién, y explica que la
recuperacion efectiva por parte de las plantas no supere el 20% del fosfato total
presente en los fertilizantes.

La agricultura moderna depende del fésforo derivado de la roca
fosfdrica, que es un recurso no renovable y del que no se dispone de una fuente
alternativa. Las existencias totales de fosfato mineral podrian cubrir las
necesidades agricolas durante unos pocos cientos de afios. Sin embargo, los
depdsitos de mayor calidad se estan esquilmando rapidamente y se estima que
se agotaran durante la segunda mitad del S. XXI (Gilbert, 2009). Aunque este
prondstico puede ser discutido, esta ampliamente reconocido que la calidad de
la roca fosforica restante disminuye, mientras los costes de produccién estan
aumentando. La explotacién de depdsitos de menor calidad va asociada a una
mayor contaminacién por cadmio y otros metales pesados que son altamente
toxicos para las plantas y otros organismos de la cadena tréfica. Encontrar
modos de recuperar el fésforo y mejorar la eficiencia en el uso del fosfato son
pues prioridades para la agricultura del S. XXI.

Junto con el nitrogeno (N) y el potasio (K), el fésforo es uno de los tres
principales nutrientes para el desarrollo de las plantas. Las cantidades de
fosforo requeridas por los cultivos son relativamente grandes. La concentracion
de P total oscila entre 0,1 y 0,5%, dependiendo del cultivo.

El fésforo penetra en las plantas a través de la punta de la raiz y los pelos
radiculares. También puede entrar a través de las micorrizas. Es absorbido por
la planta principalmente como ion ortofosfato primario (H,PO, ) o secundario
(HPO42_), desplazandose hacia esta segunda forma a medida que se incrementa
el pH del suelo. El transporte de fosfato por la planta ocurre como iones
ortofosfato o incorporado en compuestos organicos.

7. Importancia biolégica del fosforo.
El fésforo juega un papel clave en diferentes procesos de gran

importancia para el desarrollo vegetal, principalmente en aquellos que implican
transferencia de energia. Los fosfatos de alta energia son parte de la estructura
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quimica del adenosin difosfato (ADP) y trifosfato (ATP), fuente de energia de
multitud de reacciones. La liberacion de los fosfatos de alta energia de estas
moléculas (hidrdlisis) desencadena una gran cantidad de procesos esenciales
para la planta. Uno de los principales usos de dicha energia es para el
transporte de nutrientes, la cual posibilita atravesar membranas y contrarrestar
las fuerzas osméticas al tomar nutrientes que en el suelo estdn a
concentraciones mds bajas que a las que se encuentran en el interior de las
células.

Igualmente importante que el uso de la energia es la produccién de la
misma, y esto ocurre fundamentalmente en la fotosintesis, proceso durante el
cual la energia luminica se convierte en energia quimica y queda capturada en
forma de ATP. Es evidente, pues, la importancia del fésforo en la fotosintesis.

El fosforo es también esencial de los procesos de transferencia genética,
puesto que forma parte de las moléculas contienen el codigo genético asi como
de los cromosomas.

Por ultimo, como parte de los fosfolipidos, el fosforo es componente
estructural de las membranas y participa en procesos de senalizacion
transmembrana.

Los puntos sefialados situan al fésforo como elemento necesario e
insustituible para el desarrollo de las plantas. Mds allda de estos roles
estrictamente necesarios, un correcto aporte en fésforo ayuda a un rapido
desarrollo del sistema radicular, incrementa la eficiencia en el uso del agua,
acelera la maduracién, punto importante para la cosecha y eficiencia del
cultivo, y contribuye a aumentar la resistencia a enfermedades en algunas
especies vegetales.

Por el contrario, la deficiencia de fésforo causa un retraso generalizado
en el desarrollo de la planta afectando al crecimiento, la floracién y la
maduracion. El resultado son pues plantas mas pequeiias, con sistema radicular
poco desarrollado y hojas con forma distorsionada y coloraciones purpureas
tanto mas intensas cuanto mayor es el estrés por déficit de fosfato. En la
mayoria de las plantas estos sintomas comienzan a aparecer cuando la
concentracion del fésforo en las hojas baja del 0,2%.
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En la practica, la deteccidon de la carencia de fésforo en un cultivo se
suele producir de forma tardia, cuando la planta ha alcanzado ya cierto grado
de desarrollo vegetativo en el que ya es dificil apreciar ralentizaciones en la tasa
de crecimiento. Este es el motivo por el que en el campo el déficit de fésforo
muchas veces se evidencia demasiado tarde, por una pérdida en el rendimiento
final de la cosecha.

8. Respuestas ante la carencia de fosfato.

Para hacer frente a las limitaciones de fosfato, las plantas han
desarrollado respuestas adaptativas complejas que incluyen modificaciones
morfoldgicas y fisioldgicas (Péret et al., 2011). La mas caracteristica es la
modificacién del sistema radicular, donde se produce una inhibicién del
crecimiento de la raiz primaria mientras se incrementa la formacion de raices
laterales y pelos radiculares. También hay un aumento de la dominancia apical,
de forma que los pocos recursos disponibles se concentren en desarrollar el
tallo principal y asi priorizar la produccion de semilla.

Las plantas también han desarrollado una serie de respuestas
bioquimicas y metabdlicas orientadas principalmente a mejorar la capacidad
captacion y movilizacidn del fosfato del suelo, aumentar la eficiencia del uso del
fosfato disponible y proteger a la planta del estrés provocado por el ayuno de
fosfato. En este sentido, se incrementa la actividad de transportadores de
fosfato de alta afinidad, fosfatasas y RNasas, y hay una secrecion de protones y
acidos orgdnicos al medio externo. Asimismo, se promueve la utilizacién de vias
glicoliticas o respiratorias alternativas que eluden etapas que requieren Pi o
ATP, y se sustituyen los fosfolipidos por lipidos polares, como sulfolipidos y
galactolipidos. También se acumulan antocianinas, las cuales actian como
protectores frente a la fotoinhibicidn.

9. Senalizacion por ayuno de fosfato.

Para responder a la disponibilidad de fosfato en los suelos, las plantas
han desarrollado una amplia gama de respuestas mediadas por una red de
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sefializacion multidimensional de hormonas, azicares, miRNAs y otros
reguladores que actuan en diferentes niveles de regulacion (Chiou et al, 2011).

La sefializacidon por ayuno de fosfato situa en un papel central a PHR1
(PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1) y PHL1 (PHR1-likel). De hecho,
practicamente todas las respuestas a ayuno de fosfato se ven afectadas en el
doble mutante phrl phl (Figura 1.11). PHR1 y PHL1 son factores de
transcripcion de tipo MYB que controlan aproximadamente el 70% de los genes
de respuesta a ayuno de fosfato, entre ellos los principales. Este control lo
ejercen esencialmente a través de la unién al motivo P1BS (GNATATNC) (Rubio
et al., 2001; Bustos et al., 2010), muy enriquecido en las regiones promotoras
de los genes inducidos por ayuno de fosfato (genes PSI). Los genes reprimidos
por ayuno de fosfato, por contra, no presentan enriquecimiento del motivo
P1BS en sus regiones promotoras, de lo que se predice que el control de las
respuestas de represion transcripcional por parte de PHR1 y PHL1 es indirecto
(Bustos et al., 2010).

E

Figura 1.11: Respuesta de
- plantas de Arabidopsis silvestres
»E.f{‘; (wt) y el doble mutante phriphll
E a alto y bajo contenido en P. (De
o

Del Pozo y Paz-Ares, 2016).

Otros elementos importantes en la sefializacidn por ayuno de fosfato son
las proteinas que contienen dominios SPX y que actian de manera dependiente
de fosfato, por lo que se pueden calificar como sensores de fosfato. SPX1 y SPX2
inhiben a PHR1 a través de la interaccidn con éste, y esta interaccion y la fuerza
de la misma es altamente dependiente de los niveles de fosfato (Puga et al.,
2014). Por su parte, SPX3 es un regulador negativo de SPX1 (Duan et al., 2008).
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PHF1, cuya expresién estd regulada por PHR1, controla el trafico de los
transportadores de fosfato de alta afinidad PHT1 desde el reticulo
endopldsmico hasta la membrana (Gonzalez et al., 2005). Este trafico esta
regulado negativamente por una casein quinasa (CK2) que fosforila los
transportadores en respuesta da fosfato e inhiben su interaccion con PHF1
(Chen et al., 2015).

PHR1 también ejerce un control postranscripcional a través de la
regulacion positiva de los microRNAs mir399 y mir827 (Chiou et al., 2006, Lin et
al., 2010) Estos microRNAs regulan la expresion de PHO2 y NLA, enzimas
implicadas en la ubiquitinacién y degradacion de PHO1, proteina relacionada en
el transporte de fosfato a través de la vasculatura, y PHT1 respectivamente (Bari
et al.,, 2006; Lin et al., 2010). Por ultimo, IPS1 codifica un RNA no codificante con
papel regulador que inhibe la accidn del mir399 (Franco-Zorrilla et al., 2007).
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m regulador =
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1 @ fosforilacidn

5 -Dianas directas -3'—
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Figura 1.12: Esquema de la ruta de sefializacidon que regula la expresidn génica

en funcidn de la disponibilidad de fosfato (De Del Pozo y Paz-Ares, 2016).

La sefalizacién por fosfato también estd sujeta a regulacién hormonal vy,
a su vez, cambios en la disponibilidad de fosfato pueden alterar la produccién y
transporte de hormonas. Hay evidencias de que las principales hormonas
alteran en mayor o menor medida la respuesta al ayuno de fosfato (Misson et
al., 2005; Rubio et al., 2009). Por ejemplo, el ABA actia como un modulador
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positivo de los genes de respuesta a ayuno de fosfato, y las GAs como represor
de algunos de estos genes. Las auxinas y el etileno regulan la aparicion de raices
secundarias y la elongacion de la raiz respectivamente en condiciones de estrés
por déficit de fosfato (Lopez-Bucio, et al., 2002; Ma et al., 2003).

El efecto hormonal sobre la regulacion de la respuesta al ayuno de
fosfato mejor conocido y de mayor impacto es el de las citokininas (CK), a su vez
intimamente relacionado con el efecto de los azucares sobre esta respuesta. Las
CK y los azlcares tienen una interaccidn bidireccional y antagdnica: los
mutantes crel y ahk3 deficientes en los receptores de CK son mas sensibles a la
sacarosa, y el mutante del sensor de glucosa hxkl es mas sensible a las CK
(Moore et al., 2003). El ayuno de fosfato reduce la expresion de los receptores
de CK CRE1 (Franco-Zorrilla et al., 2002) y, a su vez, las CK reprimen la expresion
de los genes PSI (Martin et al,. 2000). Se ha propuesto un mecanismo de
interaccién entre las CK, los azucares y el ayuno de fosfato, que sitdan a las CK
como reguladoras negativas de los genes PSl y a los azUcares como reguladores
positivos de los PSI (Figura 1.13) (Franco-Zorrilla et al., 2005; Bustos et al.,
2010).

Pi

/azﬁca(es J.
citokininas ... b
PHR1(-LIKE)

Respuestas a ayuno de Pi
Figura 1.13: Modelo de la sefializacion por ayuno de fosfato mostrando el papel

integrador de PHR1(-LIKE) y la funcién que sobre él ejercen las CK y azlcares
(adaptado de Bustos et al., 2010).
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La genética quimica ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad
para estudiar la funcion génica y modular rutas de sefializacién a través de la
identificacién de moléculas bioactivas y el posterior empleo de éstas para
estudiar dianas bioldgicas.

En este trabajo vamos a explorar el uso de la genética quimica en dos
procesos de interés para el laboratorio, uno como prueba de concepto con una
intencion académica, y otro como posible forma de encontrar nuevos
compuestos para su uso en agricultura:

1) Identificar nuevas moléculas que alteren de forma limitada la sefializacion
por giberelinas.

a. Analogos o activadores de la seializacién por giberelinas en el proceso
concreto de la expansion celular.

b. Inhibidores especificos de la interaccion de las proteinas DELLA con
alguno de sus factores de transcripcién diana.

2) Identificar una molécula que ayude a la asimilacidn de fosfato por parte de
la planta para, posteriormente, introducirla en un formulado que permita
reducir la fertilizacién fosfatada.
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Eleccién de la quimioteca y plataforma de rastreo

Los abordajes de Genética Quimica parten en su inmensa mayoria de un
escrutinio masivo de moléculas. La eleccidn del tipo de moléculas a rastrear es
una importante decisién a tomar que depende de diversos factores, siendo el
principal el organismo o sistema que se va a someter al rastreo. Asimismo, la
plataforma a emplear, el grado de automatizacion o el tipo de respuesta que se
espera observar también influyen a la hora de determinar el tipo de compuesto
a rastrear.

Para cumplir con los objetivos de esta Tesis, los rastreos quimicos se
debian realizar sobre plantulas de Arabidopsis y cultivos de levadura (S.
cerevisiae). Los ensayos en planta iban a ser tanto fenotipicos como histoldgicos
(tincion GUS), y los compuestos en levadura se evaluarian en base a la
capacidad de crecimiento del cultivo. Atendiendo a esto, se escogid la coleccion
DIVERSet™ de ChemBridge, que ya se habia empleado anteriormente con éxito
en rastreos similares tanto en planta como en levadura (Armstrong et al., 2004;
De Rybel et al., 2009; Huang et al., 2004; Surpin et al., 2005; Zhao et al., 2007).

Las moléculas de la coleccion DIVERSet™ reldnen una serie de
condiciones que las hacen idéneas para el tipo de rastreo que se va a realizar.
Son moléculas pequefias con un peso molecular inferior a los 500 Da; su log P es
inferior a 5, lo que indica solubilidad y movilidad en fases acuosas y, por lo
tanto, disponibilidad para ser absorbidos por las plantas a través de sus raices;
tienen un maximo de 8 radicales de rotacion libre, 5 donadores de enlaces por
puentes de H y 10 aceptores de enlaces por puentes de H. Estas propiedades
sitian a las moléculas de la coleccién DIVERSet™ dentro el espacio de interés
bioldgico en el campo de la agroquimica (Tabla 1.1).

Los compuestos de la coleccion DIVERSet™ presentan siete tipos de
farmacéforos, entendiéndose éstos como conjunto de rasgos estructurales en
una molécula que es reconocido en un sitio receptor y es responsable para la
actividad biologica de esa molécula (Gund, 1977). Estos siete tipos son:
donadores de enlaces por puentes de H, aceptores de enlaces por puentes H,
centros de carga positiva, centros de anillos aromaticos, centros hidrofébicos,
grupos acidicos y grupos basicos. Cada molécula de la coleccién tiene una
combinacién de tres farmacéforos, lo que aumenta el potencial de interaccion
de las moléculas DIVERSet™ con dianas bioldgicas.
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La eleccion de la quimioteca condiciond en gran medida la eleccion de la
plataforma y sistema de rastreo. La coleccién DIVERSet™ se presenta en placas
de 96 pocillos con los compuestos disueltos de DMSO (Figura 2.1A). Cada placa
contiene 80 compuestos, quedando libres los 16 pocillos la primera y ultima
columna.

Por comodidad y por el hecho de disponer de 16 pocillos en los que
poder situar los controles, se decidié mantener esta misma plataforma (placas
de 96 pocillos) para hacer los rastreos. Para manejar la coleccion de
compuestos se utilizd el sistema de pipeteo Rainin Liquidator™ 96 (Mettler
Toledo) (Figura 2.1B), que permite pipetear simultdneamente 96 muestras
entre placas de 96 pocillos manteniendo la posicién de cada muestra en la
placa, facilitando asi la reproducibilidad y la trazabilidad de las moléculas,

ademas del manejo de la quimioteca.

Figura 2.1: (A): Muestra de placa en la que se proveen los compuestos de la
coleccion DIVERSet™. (B) Sistema de pipeteo simultdaneo Rainin Liquidator™ 96.
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1. Identificacidn de andlogos o activadores de la sefalizacién por GAs.

1.1. Puesta a punto del rastreo.

Las GAs promueven la divisién y elongacién celular, de modo que son
promotores del crecimiento. EI PAC inhibe la sintesis de GAs, y su efecto
fenotipico mas visible en plantulas es una reducciéon en la longitud del
hipocotilo. La aplicacién de GAs exdgenas revierte este fenotipo (Figura 2.2).
Con el fin de identificar agonistas de GAs o activadores de la sefalizacién por
GAs se disefid un rastreo que enfrentara plantulas de Arabidopsis ecotipo
Landsberg erecta (Ler) cultivadas en presencia del inhibidor de la sintesis de GAs
paclobutrazol (PAC) a 10.000 moléculas de la coleccion DIVERSet™.

Figura 2.2: Plantulas de Arabidopsis de 7 dias (A), cultivadas en presencia de 1
UM PAC (B) y 1 uM + 10 uM GA; (C).

Dado que en la oscuridad el contenido de GAs es mas alto y se
maximizan las diferencias en tratamientos con PAC, se planeé realizar el rastreo
en ausencia de luz. Sin embargo, la presencia de 1% DMSO como solvente
interfirié con la germinacion de las semillas en la oscuridad. Esto encaja con
observaciones anteriores en las que se puso de manifiesto que el DMSO al
afecta al crecimiento de las plantas a concentraciones superiores al 0,8%
(Schmitz and Skoog, 1970) e incluso puede causar toxicidad celular a
concentraciones superiores al 3%.

Hubo pues que ajustar las concentraciones de PAC y DMSO y permitir la
germinacion en la luz antes de transferir las plantulas a la oscuridad. El
protocolo con el que se alcanzé una germinacion elevada (> 90%) y crecimiento
homogéneo consistido en provocar el establecimiento de las plantulas en luz
continua durante los primeros cuatro dias de vida, y posteriormente
mantenerlas en la oscuridad durante cuatro dias mas. El medio de cultivo
contenia PACa 0,4 uM y DMSO al 0,2%.
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La concentracién de los compuestos a rastrear fue fijada en 20 uM. Se
buscaban moléculas que actuasen como una hormona y éstas lo hacen a
concentraciones bajas, del orden de uM. La GA; revierte el fenotipo inducido
por PAC en las condiciones descritas a una concentracién de 10 uM, y la GA, lo
hace a 1 uM. Si el compuesto actua como una GA deberia actuar a una
concentracion 20 puM.

Desde el punto de vista practico, la desecacion del medio supuso
inicialmente un problema, dado el pequefio volumen de medio de cultivo
empleado (100 de los 300 pl que caben en cada pocillo). En las condiciones del
rastreo, se perdia entre el 50-100% del medio al cabo de 8 dias, dependiendo
de la distancia del pocillo a los bordes de la placa (mayor desecacidén a mayor
proximidad a los bordes). El sellado de las placas solucioné el problema de la
desecacién pero también provocd hipoxia que afectaba al crecimiento. La
solucién fue realizar el rastreo en condiciones de humedad relativa (HR)
controlada, fijdndose ésta en un 75%.

Las condiciones del rastreo quedaron pues fijadas en 20 uM de
compuesto, 0,4 uM PAC, 0,2% DMSO, y 4 dias de luz seguidos de 4 de oscuridad
y 75% HR. En estas condiciones la altura de las plantulas cultivadas en presencia
de PAC + GAs supera a las que no han recibido tratamiento (‘mock’) (Figura 2.3).

Figura 2.3: Plantulas de Arabidopsis de 8 dias cultivadas en las condiciones del
rastreo. (A) ‘mock’; (B) 0,4 uM PAC; (C) 0,4 uM PAC + 10 uM GA;. (D) Ejemplo
de fenotipo buscado en el rastreo al tratar con 0,4 uM PAC + 20 uM compuesto

(fenotipo causado por compuesto #93 durante el rastreo).
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1.2. Rastreo 10.000 moléculas de la coleccion DIVERSet™.

Las 10.000 moléculas de la colecciéon DIVERSet™ fueron rastreadas en las
condiciones detalladas. Para evaluar su efecto, se establecid previamente una
clasificacion de 4 grupos en funcidn de la altura que alcanzaran las plantulas
(Figura 2.4). En el grupo IV se recogieron los compuestos que no afectaron a la
altura de las plantulas, es decir que era similar al control con PAC. El grupo Il
englobd los compuestos que causaron un leve incremento de la longitud de
hipocotilo o una respuesta heterogénea entre las diferentes plantulas del
pocillo. En el grupo Il se anotaron los compuestos en cuya presencia las
plantulas alcanzaron alturas similares a las plantas sin tratamiento (‘mock’).
Finalmente, el grupo | recogié los compuestos mas activos, en los que las
plantulas alcanzaron la altura del control tratado con PAC + GAs. Se anotaron 16
compuestos en el grupo | y 240 en el grupo Il. Estos 256 compuestos se
recomprobaron en la misma plataforma y condiciones del rastreo y se
seleccionaron los 60 mejores, lo cuales se recomprobaron nuevamente de
forma simultdnea por cuadruplicado. Se descartaron 21 por falta de
homogeneidad en la respuesta. De los 39 restantes, se seleccionaron los 8
compuestos en cuya presencia al menos el 75% de las plantulas alcanzé la
altura del control sin tratamiento (‘mock’) (Figura 2.5) para posteriores analisis.

%MSs
+0,4 tM PAC
+ 20 uM compuesto

Figura 2.4: Plantulas de Arabidopsis ecotipo Ler cultivadas en las condiciones
descritas para el rastreo durante 8 dias con 0,4 uM PAC (A) y 0,4 uM PAC + 10
UM GA; (B). Representacion de los cuatro grupos en los que se clasificaron los
compuesto en funcién de la altura alcanzada por la planta (C).
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Figura 2.5: Longitud del hipocotilo de
plantulas de Ler de 8 dias cultivadas

en las condiciones del rastreo con 0,4
MM PAC vy tratadas con los 8

8 I I 1 compuestos seleccionados de
I 0 rastreo.
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1.3. Estudio de homologia estructural de las moléculas seleccionadas.

La estructura de las 8 moléculas seleccionadas se analizé in silico
estudiando la homologia entre ellas con el fin de detectar estructuras
moleculares compartidas que pudiesen ser las responsables del fenotipo
detectado. Como se observa en la figura 2.6, tres de las moléculas poseian una
similitud significativa y compartian un grupo de homologia.

#25 #93 #77 #92

\
NN

J K

H I

/0

#30 #42 #38 #22

Figura 2.6: Arriba: Estructura de las 8 moléculas #93, #77, #42
seleccionadas tras el rastreo. Derecha: Estructura estuctura conin
compartida entre las moléculas #93, #77 y #42 vy
similitud expresada mediante el coeficiente de Y'Y ald
Tanimoto (T) (Rogers and Taminoto, 1960). Similitud NN N A
significativa si coeficiente de T > 0,4 (ChemMine

. . AP TANIMOTO
Clustering Tools; http://chemmine.ucr.edu/). Similarity: 0,421053
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1.4. Efecto de los compuestos en mutantes de la ruta de GAs.

Se hicieron pruebas de dosis de los 8 compuestos en Ler silvestres con
medio suplementado con PAC variando las condiciones del rastreo (resultados
no mostrados). Se probaron condiciones de dia corto, dia largo, luz continua y
oscuridad. Sin embargo fue en las condiciones del rastreo (4 dias de luz + 4 de
oscuridad) (Figura 2.7) en las que los compuestos respondieron mejor, por lo
que se mantuvieron dichas condiciones en los futuros experimentos con

mutantes.
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Para tener alguna idea del punto de la ruta de sefializacidon de GAs en el
que podrian actuar los compuestos, se examind su comportamiento en
mutantes que generan proteinas DELLA estabilizadas (rga-A17 y gai-1), al haber
perdido la capacidad de interaccionar con el receptor. Los compuestos que aun
hicieran crecer el hipocotilo en estos fondos genéticos estarian actuando por
debajo de las DELLAs o en paralelo a ellas. También se examind el efecto en
mutantes deficientes en los receptores de GAs. El mutante gidla,c estd
severamente afectado en la respuesta a las GAs, por lo que los compuestos que
no tuvieran efecto en estos mutantes serian probablemente agonistas de GAs y
requeririan la presencia de receptores activos para funcionar. Como control se
analizé el efecto sobre el mutante gal, el cual tiene bloqueada la ruta de
biosintesis de GAs.
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Figura 2.8: Crecimiento de plantulas de 8 dias de Ler y los mutantes de la ruta

de GAs rga-A17 y gai-1 (arriba), y gidla,c y gal (abajo), en presencia de

diferentes concentraciones (0.25, 1, 5, 20, 80 uM) de los 8 compuestos

seleccionados y GA;. Abscisas: concentracion de compuesto (uM). Ordenadas:

altura de hipocotilo (mm).
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Tabla 2.1: Representacion del efecto causado por los 8 compuestos la
elongacién del hipocotilo de plantulas de Arabidopsis Ler y mutantes de la ruta
de GAs. Flechas verdes: incremento; flechas rojas: decremento; flechas en
vertical: efecto robusto; flechas en diagonal: efecto leve.

#22 | #25 | H30 | #38 | #42 | H77 | #92 | #93
» y > . | L i | -
rganl7 L) . T L) v
gail L\ ] t
gidla,c L A F F
gal L] 2 ) b

Sorprende que el compuesto #22 redujera la altura de Ler y no se
observara efecto en ninglin mutante. Por el contrario, el compuesto #25
incrementd la altura en todos los mutantes analizados y no afecté a Ler. El
compuesto #77 Unicamente afectd a los mutantes DELLA dominantes. El #93 en
cambio causd una reduccion de altura de rga-A17, pero aumentd la de los
mutantes insensibles y deficientes en GAs.

1.5. Efecto de los compuestos en la degradacion de las proteinas DELLA.

Con el fin de entender mejor los datos fenotipicos arrojados en el
apartado anterior y asi poder averiguar en qué punto de la ruta de GAs podria
estar interfiriendo cada compuesto, analizamos cémo afecta el tratamiento con
cada uno de los 8 compuestos a los niveles de la proteina DELLA RGA en la linea
transgénica RGA:GFP-RGA. Como se observa en la figura 2.9, GA; provocé la
degradacion de RGA, pero no se observé degradacién de RGA al tratar con
ninguno de los 8 compuestos, a menos a niveles equiparables con los de GA;.
Por lo tanto los compuestos seleccionados no actuan de manera similar a las
GAs en este aspecto.
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Figura 2.9: (A) Esquema del experimento para analizar los niveles de RGA ante
los distintos tratamientos. (B) Niveles de proteina RGA de plantulas de
Arabidopsis tratadas con los 8 compuestos. Datos relativos referenciados al
‘mock’. Revelado del western blot con los anticuerpos a-GFP y a-DET3.

Ninguno de los compuestos parecid provocar la degradacion de las
proteinas DELLA enddgenas. Para confirmarlo, decidimos emplear un sistema
alternativo desarrollado por el laboratorio del Dr. Matias Zurbriggen (BIOSS
Freiburg), en el que la permeabilidad y sensibilidad a los tratamientos
hormonales ya ha sido probada con éxito (Schmunk, 2014). Este sensor de GAs
es una adaptacion realizada a partir del sensor de auxinas de Wend et al.
(2013), el cual permite monitorizar la degradacion del sensor dependiende de la
hormona. Se basa en el uso de dos luciferasas: la luciferasa renilla, de Renilla
reniformis, y la luciferasa firefly, de Photinus pyralis. Consiste en la fusidn de un
modulo sensor (SM) cuya degradacion es dependiente de los niveles de
hormona —en este caso una proteina DELLA, dependiente de las GAs—, a la
luciferasa firefly. La sefial luminica de firefly dependera pues de los niveles de
DELLA, y la normalizacién en funcién de la luminiscencia renilla permite la
cuantificacién precisa de los efectos, ya que la luciferasa renilla y la fusion SM-
firefly estdn unidas por el péptido 2A para asegurar coexpresién
estequiométrica (de Felipe et al., 2006) (Figura 2.10A).
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Las fluctuaciones de la sefial luminica de firefly/renilla (F/R) de los 8
compuestos en los protoplastos transformados con el sensor de RGA y con el
plasmido control fueron muy similares (Figura 2.10B y C). En cambio, la adicidn
de GA, si que causé una reduccion de RGA en los protoplastos con el sensor de
RGA, pero no en los protoplastos con el plasmido control, lo que indica que el
sistema funcionaba correctamente.
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Figura 2.10: (A): Funcionamiento del sensor de GAs: Coexpresion
estequiométrica de dos luciferasas (renilla y firefly) unidas por el péptido 2A. La
fusion N-terminal del SM a la secuencia de firefly supone que la degradacion de
esta luciferasa estd inducida por GAs de manera dependiente a la
concentracién. (B) Ratios relativos F/R de protoplastos transformados con el
sensor de RGA. (C) Ratios relativos F/R de protoplastos transformados con
plasmido control. (Adaptado de Schmunk, 2014).

Estos resultados indican que los compuestos no provocan la degradacion
de RGA dependiente de GAs, lo que indicaria que estdn actuando aguas abajo
de las DELLAs o que interfieren en alguna ruta alternativa que también influya
en la regulacion de la elongacion del hipocotilo (Claeys et al., 2014).
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2. Identificacion de inhibidores selectivos de la interaccion de las proteinas
DELLA.

2.1. Puesta a punto del rastreo.

Se disefié un rastreo quimico con el objetivo de identificar moléculas que
interrumpiesen diferencialmente la interaccién de las proteinas DELLA con
varias de sus dianas. Se escogieron tres dianas cuya interaccién con las
proteinas DELLA habia sido bien caracterizada y que pertenecian a rutas de
sefializacion distintas: PIF4 (de Lucas et al., 2008), BZR1 (Gallego-Bartolome et
al.,, 2012) y ARR1 (Marin-de la Rosa et al.,, 2015). Adicionalmente, se utilizd
también KANADI1 (KAN1), un represor transcripcional implicado en
mecanismos de polaridad de dérganos e identidad abaxial (Kerstetter et al.,
2001), y en la biosintesis, transporte y respuesta a auxinas (Huang et al., 2014),
cuya interaccién con las DELLAs se habia identificado previamente en nuestro
laboratorio (datos no publicados).

Se planed realizar el rastreo en levadura utilizando el sistema de doble
hibrido (Y2H). Este sistema consiste en la unidn de cada una de las proteinas de
estudio al dominio de unién (BD) y al dominio de activacién (AD) de un factor de
transcripcion que regula la expresion de un gen reportero. El BD reconoce la
secuencia promotora de dicho gen y el AD activa la transcripcion del mismo, de
modo que la expresion del gen reportero Unicamente tendrd lugar cuando las
dos proteinas interaccionen. La proteina fusionada al BD se conoce como cebo
(bait), y la fusionada al AD como presa (prey) (Vidal and Legrain, 1999).

Como método de seleccién de las interacciones, se eligié el de la
inducciéon de HIS3, que codifica una enzima implicada en la biosintesis de
histidina (H). Este método presenta la ventaja de que su nivel de actividad
puede ser titulado por el acido 3-amino-1,2,4,-triazol (3AT) de forma
dependiente de dosis. De esta manera, se puede establecer de manera
aproximada la fuerza de la interaccion dependiendo del umbral de resistencia a
3AT en medio carente de histidina.

Tanto las proteinas DELLA GAlI como RGA interactian con las cuatro
dianas seleccionadas. Se escogié GAl para usarla como cebo en su version
M5GAI, carente del dominio DELLA, puesto que la versién completa provoca la
activacion del gen reportero (de Lucas et al., 2008). Se sabe que las proteinas
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DELLA interactian a través de sus motivos LHR (ltoh et al.,, 2002).
Adicionalmente, se hicieron deleciones preservando uno o ambos motivos LHR
(Figura 2.11A) para determinar si la presencia de uno o los dos motivos LHR era
por si solos suficiente para interaccionar con alguna de las dianas, pero no se
observd interaccién con ninguna (Figura 2.11B).

DELLA GRAS
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M5GAI
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B + ARR1 + BZR1 + PIF4 + KAN1

-H +3AT -H+3AT +H -H+3AT +H -H +3AT

M5GAI
MDA4GAI
MD3GAI
MD2GAI
MDGAI

Figura 2.11: (A) Mapa de la proteina GAIl y deleciones. (B) Ensayo mediante Y2H
de la interaccion de las deleciones de GAI con ARR1, BZR1, PIF4 y KAN1.

Con el fin de estandarizar los sucesivos ensayos y principalmente el
rastreo, se resolvid trabajar con cultivos de levadura a una ODgy = 1, una vez
finalizada la fase exponencial (ODgyp= 0,6-0,8), provenientes de -cultivos
saturados establecidos en dia anterior y refrescados a una ODgy = 0,4. También
se decidio fijar el 3 pl el volumen a emplear en los goteos. Con ello se perseguia
que el nimero de células de levadura empleado en cada ensayo fuese
aproximadamente el mismo.

El rastreo se iba a llevar a cabo en condiciones limite para el crecimiento
del cultivo de levadura en funcidon de la fuerza de la interaccion M5GAI-diana vy,
por consiguiente, del umbral de resistencia a 3AT. Hubo pues que determinar
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cudl era la concentracion mdaxima de 3AT admitida por las levaduras
transformadas con cada pareja de interactores. Esta concentracion estableceria
el umbral de tolerancia a 3AT en el cual cualquier grado de inhibicién por parte
de un hipotético compuesto en la interaccién GAl-diana supondria la muerte del
cultivo de levadura, lo que permitiria su deteccién. Asi pues este umbral fijaria
la concentracion de 3AT a emplear en el rastreo de cada pareja de interactores
GAl-diana.

Se tituld la fuerza de las interacciones entre M5GAI y cada una de las
cuatro dianas mediante ensayos de induccion de HIS3 a diferentes
concentraciones de 3AT (Figura 2.12). Las dianas por orden decreciente de
fuerza de interaccion con M5GAI resultaron ser ARR1, BZR1, PIF4 y KAN1, y la
concentracion de 3AT establecida para el rastreo en cada una de ellas fue de 50,
35,30y 10 mM 3AT respectivamente.

-H + 3AT (mM)

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
m [ ]
)

Figura 2.12: Determinacién de la dosis minima de 3AT para la inhibicién de la
interaccién de M5GAI con sus dianas ARR1, BZR1, PIF4 y KAN1. Los umbrales de
3AT se establecieron en 50, 35, 30 y 10 mM 3AT respectivamente,

+H 0

ARR1

BZR1

M5GAI

PIF4

©0 00k

KAN1

concentraciones maximas a las que se obtuvo una gota completa de cultivo de
levadura tras incubar a 28 °C durante 48 h.

Los cultivos crecen principalmente durante las primeras 48 h tras el
goteo a 28 °C y oscuridad. Entre las 48 y 96 h no se perciben diferencias
significativas en cuanto a expansion de la colonia o nuevo crecimiento en zonas
despobladas. Si que se puede llegar a percibir mas densidad en las colonias que
se han instaurado previamente. Asi pues, las anotaciones del rastreo pueden
recogerse a las 48 h del goteo.

En definitiva, las condiciones del rastreo se fijaron en: (i) uso cultivos de
levadura a ODgyq = 1; (ii) volumen de gota de 3 pl; (iii) incubacién durante 48 h a
28°C; (iv) concentraciones de 3AT 50, 35, 30 y 10 mM para los cultivos
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cotransformados con ARR1, BZR1, PIF4 y KAN1 respectivamente; y (v)
concentracion de los compuestos de la coleccidon DIVERSet™ a 20 uM, como en
el rastreo con plantulas.

2.2. Rastreo de 10.000 moléculas de la coleccion DIVERSet™.

Fijadas las condiciones, se procedid al escrutinio de 10.000 moléculas
DIVERSet™ en cuatro rastreos en paralelo, uno para cada pareja M5GAI-diana,
con la concentracién establecida de 3AT para cada caso. Se llevaron como
controles cultivos de levadura cotransformados con M5GAI y el vector del AD
vacio, y con M5GAI-diana sin tratar con compuestos.

Escrutado en 36,8% de la coleccion (3680 compuestos) se habian
anotado 96 moléculas que interrumpian la interaccion de M5GAI con una, dos,
tres o las cuatro dianas en distintas combinaciones, por lo que se decidid
detener el escrutinio y revisar los compuestos anotados. Tras una primera
recomprobacion se confirmaron 24 moléculas que interrumpian la interaccidon
de M5GAI con una diana, 7 moléculas que lo hacian con dos, 9 que lo hacian
con tres, y 22 moléculas que inhibian la interaccién con las cuatro dianas.

Por un lado se recomprobaron las 40 moléculas que afectaban a una, dos
o tres de las interacciones, por cuadruplicado y en dos experimentos paralelos
(Figura 2.13). Por otro lado se recomprobaron los 22 compuestos que
interrumpian la interaccién con las cuatro dianas, aplicando adicionalmente los
compuestos a cultivos de levadura sin transformar para descartar que afectasen
al crecimiento de las levaduras de forma genérica. De estos 22 compuestos, 7
no afectaron al crecimiento de las levaduras y confirmaron que interrumpian la
interaccién de M5GAI con las cuatro dianas, y dos de ellos provocaron una
reduccién del crecimiento, no una ausencia total, por lo que presumiblemente
la inhibicién causada en la interaccién entre proteinas es mas leve.
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Figura 2.13: Crecimiento de cultivos de levadura de 48 h transformados con BD-
M5GAI + AD-diana en presencia de 10 compuestos (columnas 2 a 11). Columna
1: levadura transformada con BD-M5GAI + vector vacio AD. Columna 12: sin
tratamiento.

El principal interés radicaba en aquellos compuestos que fuesen capaces
de interrumpir la interaccion de la proteina DELLA con una sola diana, es decir
que tuviesen un comportamiento mas selectivo. Tras recomprobar por
cuadruplicado los 24 que afectaban a una Unica diana se confirmaron 9
compuestos, los cuales se emplearian para futuros andlisis. También se
escogieron dos compuestos que afectaban a las cuatro dianas, uno de manera
robusta y otro, presumiblemente, de forma mas débil, ya que permitia un
crecimiento débil de los cultivos de levadura. Por ultimo, adicionalmente se
escogié una ultima molécula que afectaba a la interaccion con tres de las
dianas. En total, 12 compuestos fueron seleccionados para posteriores ensayos
de cinética de crecimiento (Figura 2.14).
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Figura 2.14: 12 compuestos seleccionados del rastreo. Estructura molecular y
diana/s de la/s que inhiben la interaccion con M5GAI. A: ARR1, B: BZR1, P: PIF4,
K: KAN1. *Reduccién del crecimiento (inhibidor hipotéticamente mas débil).

2.3. Cinética de crecimiento de cultivos de levadura en respuesta al
tratamiento con los 12 compuestos seleccionados.

Se estudid la cinética de crecimiento de -cultivos de levadura
transformados con cada combinacion de MS5GAI-diana en respuesta a
diferentes dosis de los 12 compuestos seleccionados durante 48 h. Los
tratamientos se hicieron en medio restrictivo (sin histidina + 3AT) al igual que el
rastreo, pero también en medio con histidina para comprobar un posible efecto
de los compuestos en cultivos de levadura en un medio no restrictivo.

Las concentraciones de 3AT empleadas en el rastreo para los cultivos
cotransformados con M5GAI y ARR1, PIF4 y KAN1 fueron demasiado restrictivas
para este experimento, impidiendo que los cultivos, iniciados a ODgy = 0,1,
superasen la fase exponencial de crecimiento antes de 48 h. Hubo que reducir
la concentraciéon de 3AT a 40, 8-15 y 3-7 mM en los casos de cultivos con ARR1,
PIF4 y KAN1 respectivamente para obtener en todos ellos una curva de
crecimiento sigmoidea completa (fase inicial + fase exponencial + fase de
saturacién) dentro de las 48 h de duracidon del experimento. En el caso de BZR1
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si se consiguid una curva de crecimiento completa a la concentracion de 3AT del
rastreo (35 mM).

Con dos de los compuestos se observd reducciéon de la velocidad
crecimiento en condiciones no restrictivas (+H). Con cuatro no se observd
ralentizacién en condicién alguna. Unicamente 6 de los 12 compuestos
presentaron reducciones en la velocidad de crecimiento de cultivos de levadura
en condiciones restrictivas (-H +3AT) sin afectar al crecimiento en condiciones
no restrictivas (+H). Es decir, solo el descenso en la tasa de crecimiento causada
por la aplicacién de estos 6 compuestos podria ser imputable a una inhibicion
de la interaccion M5GAI-diana.

Estos 6 compuestos presentan reduccion en la tasa de crecimiento de
cultivos de levadura transformados con MS5GAI-diana, pero sus
comportamientos no concuerdan con los datos obtenidos en el rastreo y
posteriores recomprobaciones. Es decir, ante la aplicacién de un compuesto, los
cultivos de levadura cuyo crecimiento se ve ralentizado no corresponden con
los positivos detectados durante el rastreo. O lo que es lo mismo, que segun los
resultados del ensayo de cinética de crecimiento, los compuestos afectan a la
interaccién entre M5GAI y dianas diferentes a las detectadas durante el rastreo.
Por ejemplo, el compuesto #62 dio positivo en el rastreo y subsiguientes
recomprobaciones como inhibidor Unicamente de la interaccion M5GAI-BZR1.
En cambio, segun el experimento de cinética de crecimiento, ademads de la
interaccién con BZR1, también inhibe la interaccién con ARR1 y KAN1.

La figura 2.15 recoge la reduccién de velocidad de crecimiento mas
significativa para cada diana. Es decir, los casos en los que, previsiblemente, la
inhibicion de la interaccion de M5GAI con cada diana es mayor. Asi pues el
compuesto #90 seria el que mas afecta a la interaccion de M5GAI y ARR1 vy
BZR1, el #95 seria el que mas afecta a la interaccidon con PIF4, y el #62 a la
interaccién con KAN1. Los datos de cinética y los graficos relativos a los seis
compuestos estan  disponibles como material suplementario en
http://plasticity.ibmcp.csic.es/Home.html/Downloads_files/Grau_PhD_Thesis_S

uppl.zip.
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Figura 2.15: Efectos en la velocidad de crecimiento de cultivos de levadura
cotransformados con M5GAI + ARR1 (A), BZR1 (B), PIF4 (C) y KAN1 (D) ante el
tratamiento con los compuestos #90, #90, #95 y #62 respetivamente. Grafico
superior: Series 1-4: +H; 5-8: -H +3AT; 1,5: 0 uM comp.; 2,6: 5 uM comp.; 3,7: 10
UM comp.; 4,8: 20 uM comp. Graficos inferiores: las series marcan el tiempo de
lectura (h). Medidas de ODsggs.
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3. Identificacidon de moléculas que faciliten la absorcion de fosfato.

NOTA: Los resultados de este apartado son confidenciales. Asi pues, no se
mostrard la estructura quimica ni la identidad de las moléculas seleccionadas.

3.1. Preparacion del rastreo.

En los genes inducidos por ayuno de fosfato (genes PSI), las regiones
promotoras estan enriquecidas en el motivo P1BS al que se une PHR1 (y PHL1),
principal regulador de la respuesta por ayuno de fosfato (Bustos et al., 2010).
Estos genes PSI se activan a bajas concentraciones de fosfato. En estas
condiciones, una molécula capaz de reprimir la expresion de los mismos podria
ser un facilitador de la asimilacién de fosfato, objetivo perseguido, o, en todo
caso, considerarse un regulador negativo de la respuesta a ayuno de fosfato.

El rastreo se planed pues para encontrar compuestos que reprimiesen
genes PSI en condiciones de estrés por déficit de fosfato. Se utilizd una linea
transgénica de Arabidopsis transformada con el gen reportero GUS bajo el
control del promotor de IPS1, que contiene dos cajas P1BS (/PS1::GUS) (Bustos
et al., 2010) (Figura 2.16).

+P P X N S

Figura 2.16: Analisis histolégico de la
actividad GUS en plantulas de Arabidopsis

IPS1

sometidas a estrés por carencia de fosfato
(P), potasio (K), nitrato (N) y sulfato (S).
(Modificado de Bustos et al., 2010).

~—

Para determinar la mdaxima concentracién de fosfato a la que se
observaba activacion del gen reportero GUS se probaron distintas
concentraciones de Pi en el rango 0 — 100 uM. Esta concentracion limite, a la
que se llamoé concentracion subdptima de fosfato, resultd ser 70 uM, y fue la
que se empled para realizar el rastreo.

El medio empleado en el rastreo seria % MS sin fosfato suplementado
con 70 uM KH,PO,. Las condiciones de crecimiento serian de dia largo a una
temperatura entre 22 y 24 °C. Y el andlisis de la actividad GUS se haria a los 7
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dias después de la germinacién. La concentracién de compuestos de la
coleccion DIVERSet™ a aplicar durante el escrutinio seria de 40 uM.

3.2. Rastreo de 10.000 moléculas de la coleccion DIVERSet™.

Fijadas las condiciones del rastreo, se procedié al escrutinio de 10.000
moléculas DIVERSet™, diferentes a las empleadas en el escrutinio anterior. Una
vez finalizado se registraron 52 compuestos que anulaban la actividad GUS en
plantulas de Arabidopsis cultivadas durante 7 dias a concentracién subdptima
de fosfato. Estos 52 compuestos se recomprobaron por triplicado en las mismas
condiciones del rastreo tras lo cual se confirmaron 37 compuestos.

Subdptima [Pi] +
compuesto
1) Y
’ 4
Sub-

_‘ optima [Pi]

NoPi '« \‘ 0,625 mM Pi

> e

- 4l —

A 12 3 4 56 7 8 9 101112 B

Control
- Pi

Control
+Pi

I o mM mg O @ >

Y
Subdptima [Pi]

Figura 2.17: (A): Representacién de la plataforma de rastreo. Placa de 96
pocillos después de la tincion GUS. Aquellos compuestos en los que no se
observe actividad GUS serdn escogidos como precandidatos. (B)
Comportamiento de los compuestos seleccionados como precandidatos.
Plantulas de Arabidopsis cultivadas durante 7 dias a subdptima [Pi] sin y con
compuesto. Controles sin fosfato (No Pi) y con 0,626 mM Pi.

A continuacidn se analizé el efecto de estos 37 compuestos en
condiciones de ausencia total de fosfato para determinar si su actividad era
dependiente o no de la presencia de fosfato. Con esto se pretendia descartar
reguladores negativos de la respuesta a ayuno de fosfato; es decir, compuestos
gue reprimiesen la expresion de los genes PSI en lugar de facilitar la asimilacién
o sefalizacion de fosfato. Este ensayo permitié descartar 8 compuestos vy
confirmo los 29 restantes (resultados no mostrados).
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3.3. Estudio de homologia estructural de las moléculas seleccionadas.

Se analizaron in silico las estructuras de las 29 moléculas seleccionadas a
partir del rastreo con el fin de identificar similitudes estructurales. Dichos
analisis revelaron tres grupos de homologia integrados uno de ellos por tres
compuestos, y los dos restantes por dos compuestos cada uno (Figura 2.18).

GH1 GH2 GH3
#133, #677, #424 #021, #063 #737, #843
//JE\\
N o

T T i '
AP TANIMOTO AP TANIMOTO AP TANIMOTO
Similarity: 0,433062 Similarity: 0,415385 Similarity: 0,582418

Figura 2.18: Grupos de homologia identificados en las 29 moléculas
seleccionadas. Similitud expresada mediante el coeficiente de Tanimoto (T7)
(Rogers and Taminoto, 1960). (ChemMiine Clustering  Tools;
http://chemmine.ucr.edu/).

3.4. Caracterizacion fisioldgica de la respuesta a los compuestos.

Hasta el momento todos los ensayos se habian realizado con plantulas
de 7 dias cultivadas en placas de 96 pocillos, y ya se detectaban variaciones en
el tamafio de las plantulas en presencia del compuesto. Un mayor crecimiento
podria deberse a que el compuesto alivia el estrés por déficit de fosfato. Por el
contrario, un crecimiento reducido podria entenderse como que el compuesto
no logra aliviar este estrés. Dado el objetivo prdctico perseguido en este
trabajo, de encontrar compuestos que favorecieran la asimilacidon de fosfato, el
mayor interés se centraba por tanto en 20 compuestos que, en base a criterios
fenotipicos, parecian mejorar el crecimiento de las plantulas en presencia de
una concentracién limitante de fosfato. Para completar la caracterizacion, se
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evalué el efecto de estos 20 compuestos en periodos mds prolongados de
crecimiento.

Para analizar el crecimiento de la roseta se utilizaron placas Petri de 2,5
cm de altura en las que se sembraron de forma dispersa seis semillas en medios
idénticos a los del rastreo (70 uM Pi + 40 uM compuesto). A los 16 dias se
midié el drea de roseta y se subdividieron los compuestos en 3 grupos en
funcidn de si el area de roseta era superior (grupo 1) o inferior (grupo Ill) en un
50% al control con 70 uM Pi, o estaba dentro de dicho rango (grupo II) (Figura
2.19). Aquellos compuestos en cuya presencia las plantulas alcanzaban un
menor crecimiento (grupo Ill) fueron descartados.

El estrés por déficit de fosfato provoca un menor crecimiento
generalizado de la parte aérea de la planta. En el caso de Arabidopsis tanto la
roseta como la longitud del tallo se reducen considerablemente con respecto a
plantas cultivadas en condiciones no limitantes de fosfato. Sin embargo, el
fenotipo mds caracteristico de la carencia de fosfato se da en la raiz, donde se
produce un acortamiento de la raiz primaria mientras se incrementa el numero
de raices laterales y pelos radiculares (Péret et al., 2011).

Se estudid el comportamiento de los 12 compuestos restantes en estos
dos aspectos, midiendo al respecto de la parte aérea el drea de roseta y altura
de la planta, y respecto a la raiz la longitud de la misma. Los compuestos se
suplementaron a medio con 50 uM Pi, concentracidn tipica de estrés por déficit
de fosfato.

Para el estudio de la parte aérea se utilizaron recipientes plasticos
asépticos de 6 cm de didmetro inferior y 9 cm de didmetro superior, y 10 cm de
altura mas 4 cm que otorga la cupula que actua de tapa (Figura 2.20A). Las
plantas dispondrian asi de espacio para desarrollarse también a lo alto.

Se tomd una primera media del drea de roseta a los 9 dias.
Posteriormente, a los 23 dias, se midid de nuevo el area de roseta y ademas la
altura de la planta. Transcurrido ese tiempo solo las plantas cultivadas en
presencia de 4 compuestos (#268, #281, #405 y #843) iniciaron el tallo. Ademas
el drea de roseta de dichas plantas fueron también las Gnicas que superaron los
valores del control con 100 uM Pi (Figura 2.20).
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#958
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Figura 2.19: (A): Plantulas de Arabidopsis de 16 dias cultivadas en condiciones

control y a 70 uM Pi + 40 uM compuesto. Condiciones control o cddigo de

compuesto figuran sobre las imagenes. Superficie de roseta expresada en

numero de pixeles bajo las imagenes. (B): Ejemplo de conversién de una

fotografia en de imagen binaria (negro sobre blanco) para el célculo del area de

roseta como numero de pixeles negros. (C): Area de roseta de los 20

compuestos seleccionados. Grupo | (verde): area roseta > 1,5 drea roseta

control 70 uM Pi. Grupo Il (azul): drea roseta + 1,5 drea roseta control 70 uM Pi.

Grupo lll (rojo): area roseta < 1,5 4rea roseta 70 uM Pi.
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Figura 2.20: (A): Plantulas de Arabidopsis de 16 dias cultivadas en condiciones
control (0, 50, 100, 625 uM Pi) y a 50 uM Pi + 40 uM compuesto. (B): Medidas

de area de roseta, longitud de tallo y longitud de raiz.
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El experimento de mediciéon de la longitud de raiz se hizo en placas
dispuestas en vertical. A los 15 dias se tomaron las medidas. Unicamente las
plantas cultivadas en presencia de los compuestos #268 y #405 presentaron una
mayor longitud de la raiz que el control con 50 uM Pi (Figura 2.20B). El fenotipo
causado por el compuesto #268 es especialmente significativo puesto que la
raiz alcanzé casi la longitud de la de las plantas cultivadas a 625 uM Pi y se
observa una clara dominancia de la raiz principal con una gran reduccién de
raices laterales (Figura 2.21), revirtiendo claramente el fenotipo de raiz de
estrés por déficit de fosfato.

625 (UM Pi) #405 #268

Figura 2.21: Fenotipo de raiz de
plantulas de Arabidopsis de 15 dias
cultivadas en condiciones control y 50
UM Pi + 40 pM #268 / #405.

Los dos compuestos que producian un mayor crecimiento de la raiz

estaban entre los cuatro que provocaban un mayor desarrollo de la parte aérea.
Estos 4 compuestos (#268, #281, #405 y #843) fueron seleccionados para
posteriores analisis.

3.5. Andlisis de la expresion de genes PSI ante la el tratamiento con los
compuestos seleccionados.

Con el fin de complementar el andlisis fenotipico con un andlisis
molecular a baja escala, estudiamos mediante PCR cuantitativa tras
transcripcion inversa (RT-qPCR) el efecto que los cuatro compuestos
seleccionados tienen sobre la expresion de cinco genes estandar de respuesta a
ayuno de fosfato (Figura 2.22).
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Figura 2.22: Variacion en la expresion de cinco genes de respuesta a fosfato en
plantulas de Arabidopsis de 10 dias cultivadas a distintas concentraciones de
fosfato y a 50 uM Pi + 40 uM compuesto.

La expresion de IPS1 se redujo en mayor o menor grado en presencia de
todos los compuestos. Era de esperar puesto que estos compuestos anulaban la
actividad GUS de las linea delatora /IPS1::GUS. La reduccion mds importante se
observd en el caso del gen de la ribonucleasa RNS1, cuya expresidon estd
descrita que se induce bruscamente ante el ayuno de fosfato (Bariola et al.,
1994). La expresion del gen del transportador de fosfato PHT1;1 Unicamente
resultd afectada por el compuesto #268. Si se observa en cambio una reduccidn
generalizada, aunque leve en algunos casos, en la expresidon del sensor de
fosfato SPX1.

El caso de PHO1, encargado de la carga del fosfato en la vasculatura
desde la raiz para el transporte hacia la parte aérea, merece una mencion
especial porque es el Unico en el que se observa un incremento significativo en
su expresion ante el tratamiento con dos de los compuestos (en los otros dos
no se observa variacion). Esta ampliamente descrita la induccion de PHO1 por
ayuno de fosfato en tallo, pero hay referencias que puntualizan su induccidon
transitoria por fosfato y fosfito en raiz. Ademas, la respuesta de PHO1 no es
especifica de fésforo. También responde a numerosos tipos de estrés tanto
bidticos como abidticos, por ejemplo herida, infeccion por patdgenos, sequia,
salinidad o frio (Ribot et al., 2008; Wang et al., 2008).
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3.6. Analisis del metaboloma primario de plantulas de Arabidopsis tratadas
con los tres compuestos seleccionados.

Con el fin de averiguar si el tratamiento con los compuestos mimetiza el
comportamiento de plantas cultivadas en niveles normales de Pi, se realizé un
analisis del metaboloma primario en plantulas de Arabidopsis cultivadas con los
compuestos #268, #281 y #405 en condiciones de carencia de fosfato (50 uM
Pi). Se midieron niveles de azucares simples, aminoacidos, acidos grasos vy
acidos organicos, y acido fosforico (la tabla con los datos relativos a cada
metabolito analizado estd disponible como material suplementario en
http://plasticity.ibmcp.csic.es/Home.html/Downloads_files/Grau_PhD_Thesis_S

uppl.zip).

El andlisis de componentes principales (PCA) reveld una componente
principal que explicaba el 24,6% de la variabilidad entre las muestras,
representada en el eje de abscisas de la figura 2.23. Como se observa (Figura
2.23A), el metaboloma primario de las plantulas tratadas con los compuestos
#268, #281 y #405 se situa en rango de las plantulas sin estrés por déficit de
fosfato (250 uM Pi), por lo que el tratamiento con dichos compuestos alivia, al
menos a nivel de los metabolitos analizados, los sintomas del ayuno de fosfato.
Por ejemplo, las plantulas tratadas con los compuestos presentan mayores
niveles de acido fosfdrico, acidos grasos y acidos organicos, y una menor
acumulacion de azlcares, asociados éstos al ayuno de fosfato (Franco-Zorrilla et
al., 2005; Bustos et al., 2010) (Figura 2.23B). En este sentido los tres
compuestos actlan de manera similar al fosfato.

Una segunda componente responsable del 10,5% de la variabilidad
permitié observar diferencias entre la ausencia total de fosfato y condiciones de
estrés (50 uM Pi), ademds de leves variaciones entre los compuestos. Las
muestras tratadas con los compuestos #268 y #281 presentan una mayor
acumulacion de acidos grasos y menores niveles de acido fosfdrico. Por contra,
las plantulas tratadas con el compuesto #405 acumulan mas acido fosférico y
menos acidos grasos, situandose mas en sintonia con el perfil de metabolitos
gue presenta el tratamiento con fosfato.
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Figura 2.23: Analisis de componentes principales (PCA) del metaboloma
primario de plantulas de Arabidopsis de 12 dias. A: Distribucién de muestras
(OPi, 50Pi, 250Pi = 0, 50, 250 uM Pi; T268, T281, T405 = 50 uM Pi + 40 pM #268,
#281, #405). B: Distribucion de metabolitos. La distribucién de muestras (A) y
metabolitos (B) colocalizan, de modo que una muestra acumulara mayor
cantidad de un metabolito cuanto mds préximo se encuentre éste en el gréafico
B de la posicidn homdloga que ocupa dicha muestra en el gréafico A.
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3.7. Analisis transcriptomico de plantulas de Arabidopsis tratadas con los
tres compuestos seleccionados.

Para saber hasta qué punto los compuestos restauran la asimilacion Pi e
investigar si los compuestos provocan alteraciones distintas, no relacionadas
con el Pi, Se realizé un estudio transcriptomico mediante RNA-Seq en plantulas
de Arabidopsis cultivadas en medio con condiciones de ayuno de fosfato (50
UM Pi) suplementado con cada uno de los compuestos #268, #281 y #405.

Genes inducidos Genes reprimidos

250 uM Pi

250 uM Pi

Figura 2.24: Genes inducidos (izquierda) o reprimidos (derecha) al menos un
50% ante el tratamiento con los compuestos #268, #281 y #405 y con 250 uM Pi
con respecto a condiciones de ayuno de fosfato (50 uM Pi). FC > 1,5; p-value <
0,05.

Tanto el fosfato como los tres compuestos mostraron un mayor efecto
inductor que represor, al menos en cuanto al nimero de genes diferen-
cialmente expresados. La relacién de genes inducidos / reprimidos es aproxima-
damente 2:1 en los casos del fosfato y los compuestos #405 y #281, llegando
hasta 11:2 en el del #268. Ademds, #405 destaca sobre el resto de tratamientos,
puesto que afecta a muchos mas genes: 3158 genes, frente a a 465, 548 y 837
alterados por alto fosfato y los compuestos #268 y #281 respectivamente.

Los andlisis de ontologia génica (Fig 2.25) revelaron que los tres
compuestos inducen procesos bioldgicos normalmente inducidos por fosfato. Al
igual que el fosfato, estas tres moléculas regulan la transcripcién y la respuesta
defensiva, y lo hacen activando, al menos en parte, el mismo subconjunto de
genes que el fosfato.
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Figura 2.25: Procesos bioldgicos inducidos (rojo) o reprimidos (azul) por Pi (250

UM) y cada uno de los compuestos #405, #268 y #281 (izquierda), y Unicamente

por dichos compuestos (derecha), con respecto a condiciones de ayuno de Pi

(50 uM Pi). En todos los casos p-value < 0,002.
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Pruebas )(2 con correccion de Yates revelaron que, a nivel
transcriptémico, los tratamientos con los tres compuestos presentan similitudes
estadisticamente significativas (p-value < 0,0001) con respecto al tratamiento
con fosfato (https://graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm).

El compuesto #268 es el mas similar al fosfato en cuanto a los procesos
bioldgicos que regula. Dicho compuesto activa los mismos procesos, y
Unicamente incide mas en la respuesta defensiva mediante la induccién de
otros genes no regulados por fosfato.

El compuesto #281, se comporta de manera similar al caso anterior en
cuanto a la respuesta defensiva. Pero ademas activa procesos de muerte celular
(apoptosis) y transduccion de sefiales, y reprime el desarrollo embrionario y del
fruto y la respuesta a ABA y privacidon de agua.

El compuesto #405 es el que muestra un comportamiento a priori mas
interesante. Activa todos los procesos bioldgicos que activa el fosfato. Ademas
reduce especificamente la respuesta a ayuno de fosfato y la biosintesis de
flavonoides, entre ellos antocianinas, cuya acumulacion es sintoma
caracteristico de la carencia de fosfato (Mol et al., 1996; Bustos et al., 2010).
Adicionalmente reprime la respuesta a 4cido abscisico y la sintesis de
jasmonico. Pero lo mas interesante es que actla de manera positiva sobre
numerosos procesos fotosintéticos como son la propia regulacion de la
fotosintesis, la organizacidon de cloroplastos, el transporte de proteinas a los
cloroplastos, ensamblaje del fotosistema I, la cadena de transporte de
electrones fotosintética, la biosintesis de clorofila ya la respuesta a la luz roja y
roja lejana. Estos resultados situan al compuesto #405 como un represor de la
respuesta por ayuno de fosfato, pero también como un activador de la
fotosintesis.

3.8. Derivatizacion del compuesto #268.

Primando el comportamiento fenotipico y una respuesta transcriptdmica
mas similar a las del fosfato en cuanto a los procesos biolégicos que activa, se
escogio el compuesto #268 como principal candidato para constituir el principio
activo de un formulado que permita disminuir la fertilizacién fosfatada.
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Si bien era el compuesto preferido en base a su comportamiento,
también era el compuesto con, previsiblemente, mayor coste de sintesis (Tabla
2.2). Se realizé una busqueda de compuestos en base a homologia estructural
con el fin de encontrar analogos. El objetivo era encontrar la molécula con el
mejor equilibrio entre eficiencia y coste de produccién. Se identificéd el que
posiblemente sea el centro activo de la molécula y se contrastd éste contra
toda la base de datos de ChemBridge. Los resultados obtenidos eran pues
moléculas que, preservando el nucleo de la #268, presentaban distintas
derivaciones en sus radicales. Se hicieron anilisis de similitud estructural de
estas moléculas contrastandolas con la #268, descartando aquellas cuyo
coeficiente de similitud (AP TANIMOTO) no superaba el 0,5. Finalmente se
obtuvieron cinco moléculas analogas (#268a-e) con similitudes entre el 75% vy el
91% con respecto a la #268. Interesantemente, la previsién de los costes de
sintesis del andlogo con mayor similitud (#268c) era de 1/3 respecto a la del
#268, lo que hace a esta molécula especialmente interesante (Tabla 2.2).

Tabla 2.2: Analogos de #268 (#268a-e). Similitud de cada analogo con respecto
a #268 y precio de sintesis.

#268 #268a #268b #268c #268d #268e
Similitud (%) - 75 89 91 87 75
AP TANIMOTO - 0.558304 0.833333 0.756972 0.766423 0.657895
Precio de sintesis ($/mg) 6,75 6,75 6,75 2,25 6,25 2,25

Porcentaje de simitlitud: Base de datos Hit2Lead (https://www.hit2lead.com/).
Coeficiente de Tanimoto: ChemMine Clustering Tools
(http://chemmine.ucr.edu/). Precio de sintesis: Hit2Lead Custom Synthesis
(https://www.hit2lead.com/grequest.asp).

3.9. Caracterizacion fisioldgica de la respuesta a los andlogos de #268.

Los cinco andlogos del compuesto #268 fueron probados en plantulas de
Arabidopsis cultivadas a baja concentracion de fosfato (50 uM Pi) para
determinar si eran capaces y en qué grado de aliviar el fenotipo causado por
ayuno de fosfato. Se realizaron medidas de drea de roseta y de longitud de raiz
y tallo (Figuras 2.26 y 2.27). Los experimentos, asi como las medidas, se
realizaron del mismo modo y en las mismas condiciones que en el apartado 3.4.
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Figura 2.26: (A): Plantulas de Arabidopsis de 16 dias cultivadas a 50 uM Pi + 40
UM #268 y andlogos (#268a-e). (B): Medidas de area de roseta, longitud de tallo
y longitud de raiz de plantulas cultivadas en condiciones de estrés por déficit de
fosfato y tratadas con #268 y analogos.
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Figura 2.27: Fenotipo de raiz
de plantulas de Arabidopsis
de 15 dias cultivadas en
condiciones de estrés por
déficit de fosfato y tratadas
con #268 y analogos.
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Los cinco analogos provocaron una elongacién de la raiz mayor que la del
control con 50 uM Pi, revirtiendo asi, en mayor o menor grado, el fenotipo de
raiz asociado al ayuno de fosfato.

Las moléculas #268a,b,e provocaron un mayor desarrollo de la parte
aérea con respecto a las plantulas cultivadas a baja concentracion de fosfato. El
crecimiento obtenido con el tratamiento de #268a y #268e superé el alcanzado
por el #268.

El compuesto #268e se coloca en una posicion muy interesante, puesto
gue la respuesta fenotipica fue ligeramente superior a la del #268 y, ademads, su
coste de sintesis previsto ($2,25/mg) es un tercio que el del #268 ($6,75/mg).
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Discusion

En este trabajo hemos explotado la genética quimica como herramienta
biotecnoldgica, primeramente en un proyecto enfocado a inferir en la ruta de
sefializacidn por GAs, y posteriormente en otro dirigido a identificar moléculas
que sirvan como base para el desarrollo de un formulado comercial que permita
reducir la fertilizacién fosfatada.

El hecho de haber empleado con éxito la genética quimica en dos
abordajes tan dispares, uno de ciencia basica y otro de biotecnologia aplicada,
pone de manifiesto la utilidad de la genética quimica como herramienta
biotecnoldgica en proyectos de tan diversa indole, lo que indica que su uso no
es restrictivo a un solo tipo de abordaje y da idea de su abanico de
posibilidades.

La genética quimica se basa en el desarrollo de moléculas bioactivas que
sirvan como droga o herramienta molecular. El mero propdsito del proyecto ya
determinara de partida si la molécula resultante sera una cosa o la otra. En los
proyectos de ciencia basica lo habitual es perseguir herramientas moleculares
que permitan modular la funcién génica o rutas de sefalizacion. Los proyectos
de biotecnologia aplicada perseguirdn, por contra, la obtencién de drogas, bien
sea medicamentos para uso terapéutico en animales o humanos, o
agroquimicos (fertilizantes, bioestimulantes, plaguicidas, insecticidas, etc.) para
su uso en plantas.

La gran ventaja de las moléculas entendidas como herramientas
moleculares es su selectividad. Las rutas metabdlicas, sobre todo las
hormonales, regulan multitud de respuestas en las plantas. Ademas, dichas
rutas estdn en muchos casos interrelacionadas formando complejas redes de
sefializacion, lo que hace que sus efectos afecten a procesos mas alla de los
propios de la ruta. Por ejemplo, la ruta de GAs, cuya sefializacién se basa en la
degradacion de las proteinas DELLA, estd interrelacionada con las rutas de CK,
BR a través de la interaccién de las DELLAs con BZR1 y ARR1 respectivamente
Gallego-Bartolome et al., 2012; Marin-de la Rosa et al., 2015).

Mediante abordajes de genética quimica se pueden identificar agonistas
0 antagonistas selectivos de las principales hormonas que permitan activar o
bloquear un subconjunto de respuestas. La utilidad de este tipo de moléculas es
evidente, puesto que permiten inferir en la sefializacién de una determinada
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hormona de forma dirigida afectando Unicamente a una fraccién concreta de su
conjunto de respuestas.

La ruta del ABA cuenta con varios ejemplos exitosos de éste tipo de
moléculas. Tal es el caso de la pirabactina, un agonista selectivo de ABA que
mimetiza su efecto Unicamente en semillas y que posibilitd la identificacién de
los receptores de esta hormona (Park et al., 2009). En cambio, la quinabactina,
otro agonista del ABA, si que mimetiza la respuesta del ABA en estadio
vegetativo activando el cierre de estomas y las respuestas a tolerancia a sequia
(Okamoto et al., 2013).

Un objetivo similar persigue este trabajo al respecto de la ruta de GAs:
identificar agonistas selectivos que desacoplen las funciones de las GAs.

Las GAs actuan en numerosos procesos fisiologicos de las plantas, vy
algunos de ellos constituyen pardmetros de gran importancia productiva. Por
ejemplo, fomentan de la germinacidon de semillas, aceleran el crecimiento a
través de la inducciéon de division y expansion celular, promueven la floracién y
formacién de frutos, y retrasan la maduracién de frutos.

La aplicacion de GAs es una practica agraria habitual, pero dicha
aplicacidn, realizada con un propésito, puede tener efectos no deseados en
otros procesos productivos. Por ejemplo, en arroz las GAs se usan como
inductores de la germinacién, pero afectan de forma negativa a la arquitectura
de la planta puesto que provocan un mayor crecimiento y, por tanto, un mayor
riesgo de encamado o rotura del tallo. También se emplean cdcteles de GAs
para sincronizar la floracion en citricos, pero esto conlleva efectos adversos en
la maduracién de los frutos.

Hemos identificado 8 compuestos que mimetizan, aunque en menor
grado que las GAs, el efecto de éstas en la elongacién del hipocotilo. No se ha
estudiado el efecto de dichos compuestos en otros procesos fisiolégicos
controlados por GAs. Las moléculas identificadas estarian actuando en la
sefializacion por GAs aguas abajo de las DELLAs, como modificadores
postraduccionales de las DELLAs o como activadores de factores de
transcripcion en paralelo con la seializacion de GAs.

La selectividad de las moléculas puede deberse, como en el caso
descrito, a la regulacidon de un subconjunto de respuestas de una determinada
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ruta de sefializacién, pero también a la modulacién de una funcién singular de
una proteina multifuncional.

En este sentido se enfoco el escrutinio llevado a cabo en levadura, el cual
revelé 6 moléculas que inhiben de forma selectiva la interaccion de la version
truncada de la proteina DELLA GAIl, M5GAI, con varias de sus dianas (ARR1,
BZR1, PIF4 y KAN1). Si bien esta inhibicion estuvo pendiente de confirmarse
mediante ensayos de pull-down in vitro.

El hecho de que las proteinas DELLA fueran capaces de interaccionar con
tantos y tan diferentes factores de transcripcidon apuntaba a que no deberia
hacerlo del mismo modo con todas ellos. El haber identificado inhibidores
selectivos de estas interacciones da mayor fuerza a esta hipotesis.

Las DELLAs interaccionan con los factores de transcripcién a través de los
motivos LHR, incluidos en el dominio GRAS. La interaccién de las DELLAs con
GID1 produce un cambio en la conformacién de la parte N-terminal de la
proteina (Murase et al., 2008). Sin embargo, el dominio GRAS, localizado en la
parte C-terminal, esta altamente estructurado (Li et al., 2016), por lo que no es
previsible un cambio conformacional de las DELLAs en la interaccidon con los
factores de transcripcion. Las diferencias entre las interacciones de las DELLAs
con sus distintas dianas se deberian a que los factores de transcripcion
acoplarian de forma distinta con dicha estructura.

Ninguna de las moléculas seleccionadas en el rastreo en planta en busca
de agonistas de GAs se selecciond en el rastreo de levadura para identificar
inhibidores especificos de la interaccion DELLA-diana ni viceversa. Podrian
haber surgido compuestos comunes en ambos rastreos puesto que una
inhibicion de la interaccién de las DELLAs con PIF4, BZR1 y ARR1 podria tener
efecto sobre la elongacién del hipocotilo. Pero la elongaciéon del hipocotilo
depende de multiples factores, entre ellos las GAs, BR, CK y luz, y la
modificacién en sélo uno de ellos a través de la liberaciéon de los citados
factores de transcripcion (BZR1, ARR1 y PIF4) de la represidon de las DELLAs
puede no ser lo suficientemente significativa como para poder detectarse en un
rastreo en busca de agonistas de GAs.

Ademas, por lo general se asume que las moléculas empleadas en
genética quimica son lo suficientemente pequenas como para ser de facil
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acceso a las plantas a través de las raices. Sin embargo, hay ejemplos como
algunos derivados del sirtinol, un activador de la sefializacidon por auxinas, que
son efectivos en plantulas en medio liquido pero no en medio sélido, indicando
que la biodisponibilidad es mayor a través otros tejidos (Dai et al., 2005). Por lo
tanto, la movilidad y capacidad de asimilacién por parte de la planta son
determinantes. Ademas, aparte de la captacion, la posible conversion de las
moléculas en el interior de la planta también debe considerarse.

El segundo proyecto que compone este trabajo posee un enfoque
mucho mads practico y lo que se persigue es la obtencién de un agroquimico que
permita reducir la dosis de fertilizacion fosfatada.

Las grandes ventajas de las moléculas entendidas como agroquimicos
son su temporalidad y dependencia de dosis. El empleo de moléculas permite la
activacion de respuestas de forma dirigida pero también controlada en el
tiempo. Ademas, dependiendo de la concentracién, las moléculas pueden tener
efectos distintos. Asi, ajustando la dosis y periodo de aplicacion dichas
moléculas pueden servir para diferentes propdsitos.

Si comparamos el desarrollo de moléculas con el desarrollo de nuevas
variedades vegetales, las ventajas anteriormente mencionadas adquieren
especial relevancia. Las mejoras introducidas en una variedad vegetal con la
finalidad de obtener una respuesta deseada pasan a formar parte de su
genoma, es decir, que son permanentes y estdn activas en el mismo grado en el
que lo esta su expresion génica. En cambio, el efecto causado por los
agroquimicos es totalmente regulable en tiempo e intensidad, y ademds no estd
sujeto a limitaciones varietales o de especie, aunque su efecto puede variar
entre éstas y es necesario ajustar dosis y periodo de aplicacion en cada caso.

En este proyecto hemos conseguido identificar 3 moléculas que inhiben
la expresion del gen de respuesta a ayuno de fosfato IPS1 a concentraciones
subodptimas de fosfato, y esta inhibicion es dependiente de la presencia de
fosfato. Ademds el tratamiento con dichas moléculas consigue revertir el
fenotipo de reduccién del crecimiento de la parte aérea de la planta y, dos de
ellas también el fenotipo de reduccidn de la longitud de la raiz principal.
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El hecho de que la inhibicidon de IPS1 por parte de estos compuestos sea
dependiente de la presencia de fosfato, descarta que actuen interrumpiendo la
union de PHR1 a las cajas P1BS de las regiones promotoras de los genes PSI, ya
que de ser asi, la inhibicion de IPS1 se observaria también en ausencia total de
fosfato.

La interaccidon PHR1, regulador clave de la respuesta a ayuno de fosfato,
y SPX1 es dependiente de los niveles de fosfato. Una posibilidad es que los
compuestos actien como competidores del fosfato en la interaccién de SPX1
con PHR1 de modo que ésta aumente y por consiguiente se reduzca la actividad
reguladora de PHR1.

El compuesto #281 provoca un aumento de la expresién de PHO1,
relacionado con la carga del fosfato al xilema y su transporte a través de la
vasculatura. Ademads no revierte el fenotipo de carencia de fosfato en raiz,
aunque si en parte aérea. Por ello esta molécula podria estar incentivando el
transporte del fosfato desde la raiz a la parte aérea.

De ser ciertas estas hipotesis estariamos ante tres moléculas que
presentan un comportamiento selectivo en la sefializacién por ayuno de
fosfato.

El andlisis de componentes principales del metaboloma primario revela
que el perfil de metabolitos de las plantulas cultivadas en condiciones de déficit
de fosfato y tratadas con los tres compuestos se sitla en sintonia con el de
aquéllas no sometidas a estrés por carencia de fosfato. Por lo tanto, en este
sentido las tres moléculas actuarian de manera similar al fosfato.

El andlisis de ontologia génica realizado a partir de los datos
transcriptémicos revela que los tres compuestos inducen, en mayor o menor
grado, los mismos procesos bioldgicos que el fosfato, siendo en #268 el mas
similar a éste en cuanto a la variedad de procesos que regula. Estos datos
arrojan un especial interés sobre el compuesto #405 puesto que, ademas de
como represor de la respuesta por ayuno de fosfato, lo sitlan como un
activador de la fotosintesis.
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Los dos proyectos desarrollados en ente trabajo son claros ejemplos de
la potencia de la genética quimica en el campo de la biotecnologia vegetal, y
pone de manifiesto necesidad de descubrir muchas mds moléculas
biolégicamente activas que sean capaces de modular de forma selectiva la
funcidn de los productos génicos.

Abordajes similares permitirian identificar moduladores altamente
especificos (y sus correspondientes dianas) de procesos de gran valor
productivo como el crecimiento de las plantas, la morfologia y la fertilidad, asi
como la defensa ante factores bidticos y abidticos. La identificacion de
compuestos que alterasen el reparto de metabolitos podria suponer estrategias
quimicas para modificar caracteristicas de calidad de cosecha deseables tales
como la composicion de la semilla. Ademas, ayudarian a descubrir genes Utiles
para la manipulacién de rasgos a través de la biotecnologia vegetal.

Por otro lado, las moléculas permiten el control rapido, condicional,
reversible, selectivo y dependiente de la dosis de las funciones bioldgicas,
actian como mutaciones condicionales, induciendo o suprimiendo la formacién
de un fenotipo especifico de interés.

Las citadas ventajas unidas al amplio abanico de posibilidades descrito,
sitan a la genética quimica como una herramienta de enorme valor para la
agricultura del S. XXI.
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1) Se han identificado 8 compuestos que revierten parcialmente el fenotipo
de reduccién de la longitud de hipocotilo inducido por PAC. Dado que
ninguno de ellos provoca la degradacion de las proteinas DELLA, es mas
probable que no sean analogos de GAs sino que actlen aguas abajo o
afecten a otras rutas de control de la expansién celular.

2) Se han identificado 4 compuestos que inhiben de forma selectiva la
interaccién de M5GAI con una de las dianas ARR1, BZR1, PIF4 y KAN1,
indicando que es posible separar funciones de GAs y DELLAs mediante
tratamientos quimicos.

3) Se han identificado 3 compuestos que permiten simular en déficit de
fosfato el comportamiento de plantas en concentraciones mas elevadas
de fosfato. Uno de ellos, ademas, provoca respuestas transcriptomicas
adicionales potencialmente beneficiosas, como la activacién de la
fotosintesis.
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1. Coleccion de compuestos quimicos.

Se dispone de dos lotes de 10.000 moléculas de la coleccion DIVERSet™
(ChemBridge, San Diego) cada uno. Uno de ellos se empled para el rastreo de
analogos de GAs y inhibidores de la interaccion de las DELLAs con sus dianas. El
otro se usd para el rastreo de compuestos que ayuden a la asimilacion de
fosfato por parte de la planta.

Los compuestos se encuentran diluidos en DMSO vy dispuestos en placas
de 96 pocillos selladas con papel metdlico. Se han de almacenar a una
temperatura maxima de -209C, pudiendo conservarse a -42C durante breves
periodos de trabajo con el fin de minimizar los ciclos de congelado-
descongelado.

Antes de manipular los compuestos, éstos se han de descongelar a
temperatura ambiente durante 30-40 minutos. A continuacidn se centrifugan
las placas durante 1 minuto a 1200 rpm con el fin de que todo el contenido de
los pocillos se dirija al fondo de éstos. Es muy importante que no queden restos
de liquido en la cara inferior del sello metalico, puesto que el desprecintar la
placa una gota podria caer en cualquier pocillo y contaminar la muestra.

La manipulacién de los compuestos se realiza con la ayuda del sistema
de pipeteo simulténo Rainin Liquidator™ 96 (Mettler Toledo).

Una vez finalizado el trabajo se vuelve a termosellar la placa con papel
metalico aplicando una temperatura de 1759C durante 3 segundos. Ejercer
presién a lo largo de toda la superficie del papel para que no queden burbujas
de aire entre pocillos.

Por descontado, todo el procedimiento, desde que se quita el precinto
hasta que se vuelve a precintar la placa, ha de tener lugar en cabina de flujo
laminar para evitar cualquier contaminacion.

2. Material vegetal y esterilizacion de semilla.

Plantas wild type de Arabidopsis thaliana ecotipos Col-0 y Ler, y linea
IPS1::GUS (facilitada por J. Paz-Ares).
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. Esterilizacién de semilla.

Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en una solucién de etanol
70% + SDS 0,05% y agitdndolas en noria 3-5 min. Una vez removida esta
solucidn se repitio el proceso en etanol 96%. Finalmente se eliminé el etanol y
las semillas se sembraron en medio sélido o se conservaron en agua o agarosa
0.05% para su estratificacion.

° Estratificacion de semilla.

Una vez esterilizadas, las semillas fueron estratificadas en oscuridad a
4°C durante 5 dias en medio sélido o en H,044 0 una solucién de agarosa al
0.05%.

3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento en los rastreos de
Arabidopsis.
. Rastreo de analogos de GAs.

Medio % MS con vitaminas (Duchefa Biochemie) suplementado con 0,4
MM PAC y 20 uM compuesto, con una concentracion final de 0,2% DMSO, 1%
sacarosa y 0,8% agar bacterioldgico (Pronadisa).

Condiciones de crecimiento: 4 dias en luz blanca continua (2 dias a 120
nmoles m™ s™ + 2 dias a 50 nmoles m™ s™') seguidos de 4 dias en oscuridad.
Temperatura fijada a 22 °Cy HR 75%.

° Rastreo de compuestos que ayuden a la asimilacion de fosfato.

Medio % MS sin vitaminas y sin fosfato (Caisson Labs) suplementado con
0,7 uM KH,PO, y 40 uM compuesto, 1% sacarosa y 1% agar Bacto Agar (Difco).

Condiciones de crecimiento de dia largo a temperatura de 22-24 °C.

Ambos rastreos se realizaron en placas de 96 pocillos, y se utilizé un
volumen de 100 ul de medio sélido y se sembraron 3-4 semillas por pocillo.
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. Experimentos con los compuestos seleccionados del rastreo de analogos
de GAs.

Medio % MS con vitaminas (Duchefa Biochemie), 1% sacarosa y 0,8%
agar bacteriolégico (Pronadisa). Suplementado con PAC en los casos de prueba
de dosis en plantas silvestres a las concentraciones detalladas en los
correspondientes apartados. Mismas condiciones de crecimiento que las
empleadas en el rastreo. Realizados en placas Petri de 2,5 cm de altura.

° Experimentos con los compuestos seleccionados del rastreo de

moléculas que ayuden a la asimilacion de fosfato.

Medio % MS sin vitaminas y sin fosfato (Caisson Labs), 1% sacarosa 'y 1%
agar Bacto Agar (Difco). Se utilizd6 KH,PO, como fuente de fosfato a las
concentraciones que se indican en los correspondientes apartados. Condiciones
de crecimiento de dia largo a temperatura de 22-24 °C. Se utilizaron placas Petri
de 2,5 cm de altura, salvo en experimentos a mas de 12 dias para observar
longitud de tallo en los que se utilizaron recipientes pldsticos asépticos de 6 cm
de diametro inferior y 9 cm de diametro superior, y 10 cm de altura con 4 cm
extra que otorga la cUpula que actla de tapa. Los experimentos para medir
longitud de raiz se realizaron en placas cuadradas de 13 cm de lado dispuestas
en posicion vertical.

4. Material bacteriano: protocolo de transformacion y condiciones de
crecimiento.

Células de E. coli DH5a competentes para la transformacidon por
electroporacion.

. Protocolo de transformacién.

Se emplearon aproximadamente 150 ng de DNA por transformacion. En
el caso de tratarse de una co-transformacién se usaron ~150 ng de cada tipo de
DNA.

El DNA se introdujo en wuna alicuota de 60 pl de células
electrocompetentes. Tras agitar levemente, la mezcla de dejé reposar unos 5
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minutos en hielo. Para la electroporacién las células se transfirieron a cubetas
de 0,2 cm de electrodo preenfriadas y se sometieron a un pulso eléctrico de
1500 V. Una vez recuperadas las células de la cubeta, se les afiadié 300 pl de LB
y se emplazaron a 372C en un agitador (300 rpm) durante 45 minutos.
Finalmente los cultivos fueron plaqueados en los correspondientes medios de
seleccidn.

. Condiciones de crecimiento.

Las células de E. coli fueron cultivadas a 372C en medio LB (sdlido o
liquido) suplementado con los antibidticos correspondientes para la seleccidn
de transformantes.

Antibidticos y concentraciones empleados: Amp (50 pg/ml), Cm (34
ug/ml), Gm (30 pg/ml )y Sp (50 pg/ml).

5. Levadura: protocolo de transformacion y condiciones de crecimiento.

Células de S. cerevisiae MaV203 (Invitrogen), auxétrofa para Leu, Trp,
His, Ura y Ade.

° Protocolo de transformacidn.

1. Se parte de un preinéculo SD saturado (ODgy=2 aproximadamente)
crecido O/N a 282C en agitacidn. A partir de éste preparar un indculo SD
a DOgyo=0.2 y dejar incubar 4 horas hasta una ODgyy=0.5. Preparar 25 ml
de indculo por transformacion.

2. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a T ambiente y lavar el
precipitado con 1/5 volimenes de H,0.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a T ambiente y lavar el
precipitado con 1/10 voliumenes de TELIAc.

4, Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a T ambiente y resuspender el
precipitado en 1/100 volimenes de TELIAc.

Llegado a este punto las células han adquirido competencia para su
transformacion, la cual sigue el siguiente esquema:
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5. Por cada transformacién, afiadir a 10 ul de DNA carrier previamente
hervido y enfriado, 150 ng de DNA (en caso de co-transformacion 150 ng
de cada DNA), 100 pl de células competentes y 600 pl de PEGLIAc.

6. Agitar bien e incubar en agitacién durante 30 minutos a 282C.
7. Afadir 70 pl de DMSO e incubar 15 minutos a 42°C.

8. Centrifugar 5 segundos a 13.000 rpm, resuspender el pellet en 200 pl de
SD y sembrar en el correspondiente medio selectivo.

. Condiciones de crecimiento.

Las células de levadura se cultivaron a 282C en medio nutritivo (YPD) o
selectivo (SD) complementado con los correspondientes aminoacidos vy
nutrientes para la seleccién de transformantes.

Aminoacidos, nutrientes y sus concentraciones empleados para la
seleccion: Leu (100 mg/l), Trp (20 mg/1), His (20 mg/l) y Ura (20 mg/I).

Para el test de induccion de HIS3 se emplearon concentraciones
crecientes de 3-AT de 0 a 60 mM 3AT a intervalos de 5 mM.

Los goteos se realizaron diluyendo una muestra de colonia en 200 ul de
SD (1:1). A partir de ésta se hicieron diluciones 1:10, 1:100, 1:1.000 y 1:10.000.

. Medio vy condiciones de crecimiento en el rastreo de levadura.

Medio SD sélido suplementado con Leu, Trp y Ura en las concentraciones
antes descritas, y con 10, 30, 35 y 50 mM 3AT para los cultivos de levadura
cotransformados con KAN1, PIF4, BZR1 Y ARR1 respectivamente. Condiciones
de crecimiento a 28 °C durante 48 h.

. Medio y condiciones de crecimiento en el ensayo de cinética de

crecimiento de levadura.

Medio SD liquido suplementado con Leu, Trp y Ura en las
concentraciones descritas en el apartado 3.5, y con 3-7, 8-15, 35 y 40 mM 3AT
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para los cultivos de levadura cotransformados con KAN1, PIF4, BZR1 Y ARR1
respectivamente. Condiciones de crecimiento a 28 °C durante 48 6 72 h en
agitacion.

6. Purificacion de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico se purificd siguiendo el protocolo por centrifugacion
del kit de purificacién de plasmidos EZN.A. (OMEGA bio-teck).

7. Reacciones de clonaje Gateway™ BP y LR.

Las reacciones BP se hicieron usando 50-100 ng de producto de PCR y 50
ng de pDONR221. Las reacciones de recombinacidn se hicieron en un volumen
total de 10 pl conteniendo 2 pl de BP-Clonase™ (Invitrogen) y se incubaron a
2592C durante la noche. Las reacciones se inactivaron afadiendo 1 pl de
Proteasa K y 5 pl de cada una fue utilizado para transformar células
competentes E. coli.

Alternativamente, para la obtencién de ‘entry clones’, se utilizé el
protocolo de pCR8®/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) para introducir
productos de PCR en el vector de entrada pCRS.

Para las reacciones LR se usaron 100 ng de vector de destino, junto con
35-50 ng de cada clon de entrada y 2 ul de LR-Clonase II™ (Invitrogen). El
volumen total se ajusté a 10 pl. La mezcla se incubd a 252C durante la noche. 1
ul de Proteasa K se afiadié para inactivar la reaccion. En todos los casos de hizo
un control negativo reemplazando la LR-Clonase II™ por la misma cantidad de
agua.

8. Protocolos de PCR y electroforesis.

Para la amplificacion de DNA plasmidico, la mezcla de reaccion PCR
contenia 0,5 uM de cada (5’ y 3’) cebador, 25 ng de DNA, 200 uM de cada dNTP,
1 unidad de Tag-polymerase (Biotools), 1X buffer de reaccién PCR (con MgCl, 2
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mM). Para realizar las deleciones de GAIl se empled una polimerasa de alta
eficiencia: Platinum’ HIFI DNA polymerase (Invitrogen).

Tabla 3.1: Oligonucledtidos utilizados para hacer las deleciones de GAl MDGAI
(m5GAI-F, m5GAI-del1-R) y MD2GAI (m5GAI-F, m5GAIl-del2-R).

Cebador Secuencia

m5GAI-F 5'-AAC GGC GTC GTG GAA ACC-3'
m5GAl-del1-R 5'-GCC TAA ATC CGC CGC GCG AGA GC-3'
m5GAl-del2-R 5'-TCA CGC AAG AGC CTG CAT AAG C-3'

Las condiciones de PCR fueron: 1 minuto de desnaturalizacion inicial a
949C, 30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 942C, 30 segundos de
‘annealing’ a 582C y 45 segundos de elongacidn a 729C, y finalmente 2 minutos
de terminacién a 729C.

Las PCR, una vez afiadido el tampdn de carga, se corrieron en geles de
agarosa al 1%.

Para la amplificacién de DNA directamente desde colonias de E. coli
(colony-PCR), se diluyd una porcién de colonia en 30 ul de H,0, utilizando 5 pl
de esta dilucidon como templado para la mezcla de PCR.

En este caso las condiciones de PCR se alteraron levemente. Se aumentd
a 5 minutos el tiempo inicial a 942C para favorecer la desnaturalizacion vy lisis
celular. El numero de ciclos ascendié a 35 y el tiempo de cada una de sus fases
(94, 58 y 72°C) se ajustd a 1 minuto cada una. El tiempo de extension final
también fue prolongado hasta los 5 minutos.

9. Extraccion de DNA a partir de geles.

La purificacién de DNA a partir de geles de agarosa se realizd conforme
al protocolo por centrifugacién descrito en el QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen).
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10. Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA se realizdé a partir de 100 mg de tejido vegetal
congelado en nitrégeno liquido empleando el sistema NucleoSpin® RNA Plant
(Macherey-Nagel) y siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente,
el RNA se cuantificé usando un espectofotémetro NanoDrop® ND-1000.

11. Sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA se efectud a partir de la retrotranscripcién de 1 uM
RNA total, utilizando el sistema PrimeScript First Strand cDNA Synthesis Kit
(Takara) segun las instrucciones del fabricante.

12.  Anadlisis de la expresion génica mediante RT-qPCR.

Se tomaron 3 réplicas de plantulas de 10 dias cultivadas en %4 MS y en
condiciones de dia largo a concentraciones de 0, 50, 100 y 625 uM Pi, y 50 uM
Pi + 40 uM compuesto (#268, #281, #405 y #843). Las muestras fueron
recogidas en nitrégeno liquido y molidas. Se emplearon 100 mg de cada réplica
para extraer RNA total del modo que se indica en el apartado 10 de esta
seccion.

La expresion relativa de los diferentes genes fue analizada a partir de la
transcripcion reversa (RT) de 1 ug de RNA como se indica en el apartado 11, y
posterior amplificacidn cuantitativa (QPCR) usando el sistema de deteccién 7500
Fast Real-time PCR System (7500 Software v2.0) y el reactivo SYBR® Green
como agente de deteccidn durante un ciclo estandar (~2 horas). El analisis de la
expresion relativa se basd en el método de comparativa de ciclos de
amplificacién (-AACt) respecto al control (50 uM Pi). Los oliginucledtidos
disefiados utilizando el programa Primer Express v.2.0 (Applied Biosystems™) a
partir de las regiones especificas para cada gen de estudio se muestran en la
tabla 3.2. El gen de referencia utilizado para el andlisis de datos fue Ef1A.
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Tabla 3.2: Oligonucleétidos utilizados para el analisis de expresién de genes PSI
mediante RT-gPCR.

Fwd Rev
SPX1 | CCTTGCGGGTTTTGAAGGA CGGCAATGAAAACACACTAACAG
PHO1 | CAAAACAAAAGGAGGCAAACCA | GCCACAGCGTCGGGAAT
IPS1 | TGCGAGTTTTGTTTATCTCCCTCTA | CCGAAGCTTGCCAAAGGA
RNS1 | CTTGCCCAAGCGGTTCAG GTACCATGCTTCTCCCATTCG
PHT1;1 | GGAAATGGCCGAACAACAAC GCGTCTTCGCAACATCGA

Composiciéon mezcla gPCR: 10 pl de SYBR® Premix Ex Tag™ (Takara), 1 ul
de cDNA y 0,8 ul de cada oligonucledtido a una concentracién 10 UM en un
volumen total de 20 pl.

13.  Analisis de la actividad GUS.

Plantulas recién recolectadas fueron inmersas en 3 ml de solucién de
tincion (50 mM NaPO, pH 7, 0,1% Triton X-100, 1 mM X-Gluc) dispuestos en
placas de 12 pocillos e incubadas durante la noche a 37 °C.

14.  Extraccion de proteinas y western blot.

Extractos crudos de proteinas fueron preparados a partir de material
congelado homogeneizado mezclado a razén 1:2 (p/v) con un tampdn de
extraccion que mantiene las proteinas en condiciones nativas compuesto por
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), glicerol 10% y Nonidet P-40 0,1%, y suplementado con
un céctel de inhibidores proteasas (Roche®). Tras centrifugaron a 42Cy 13000 g
durante 15 minutos se recogio el sobrenadante. La concentracién de proteinas
fue medida usando el reactivo Bradford. A 30 ug de proteina se afadié el
tampdn de extraccion de proteina desnaturalizante Laemli (1x) [Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5), NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, glicerol 10%] y se calenté a 95
°C durante 5 minutos para desnaturalizar, tras lo cual se enfrid en hielo para
cargar posteriormente en el gel o se almacend a -80 ° C.
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Las muestras se cargaron en geles de separacién SDS-PAGE 8,5%
(Pierce). Después de la separacion de proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF (Bio-Rad), tefiida con rojo Ponceau para comprobar que el
nivel de proteina en las diferentes muestras de entrada era comparable, tras lo
cual se destifié con H,04. A continuacidn, las membranas se saturaron con
tampdn de bloqueo [TBS 0,1%, Tween-20 (0,1%), reactivo de bloqueo 20%
(Roche®)] y se incubaron con el anticuerpo primario a-GFP (JL-8, Clontech®)
diluido 1:5000 en reactivo de bloqueo durante la noche a 42C. Al dia siguiente,
se realizaron tres etapas de lavado de 5, 10 y 5 minutos con tampén de lavado
[TBS 0,1%, Tween-20 (0,1%)]. Posteriormente se incubd durante 3 horas a
temperatura ambiente con anticuerpo secundario a-mouse diluido 1:10000 en
reactivo de bloqueo y se hicieron otros tres lavados. Para el revelado se usé
SuperSignal West Femto Chemiluminiscent Substrate (ThermoFisher) y la sefial
se detectd con un sistema LAS-3000 Imaging System (Fuiji).

15.  Anailisis del metaboloma primario.

Se tomaron 5 réplicas de plantulas de 12 dias cultivadas en %2 MS y en
condiciones de dia largo a concentraciones de 0, 50 y 250 uM Pi, y 50 uM Pi +
40 uM compuesto (#268, #281 y #405). Las muestras fueron recogidas en
nitrégeno liquido (N,-I) y molidas. Se emplearon 125 + 5 mg de cada réplica
para medir metabolitos.

Se midieron un total de 35 metabolitos de las siguientes clases: azlcares
simples, aminoacidos, acidos grasos y acidos organicos. Para realizar el andlisis
estadistico, los niveles volatiles relativos a la referencia interna (50 uM Pi)
fueron transformados primero en log2 (ver tabla en material suplementario,
http://plasticity.ibmcp.csic.es/Home.html/Downloads_files/Grau_PhD_Thesis_S
uppl.zip). El andlisis de componentes principales (PCA) se realiz utilizando el
software Simca-P (Umetrics, Ume3, Suecia).

16.  Analisis de RNA-Seq.

Se tomaron 3 réplicas de plantulas de 12 dias cultivadas en %4 MS y en
condiciones de dia largo a concentraciones de 0, 50 y 250 uM Pi, y 50 uM Pi +
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40 uM compuesto (#268, #281 y #405). Las muestras fueron recogidas en
nitrégeno liquido y molidas. Se emplearon 100 mg de cada réplica para extraer
RNA total como se describe en el apartado 10. La concentracidn e integridad del
RNA se determind respectivamente mediante el empleo de un
espectofotémetro NanoDrop® ND-1000 y un Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer. Todas las muestras presentaron un numero de integridad de RNA
(RIN) superior a 8.

1 ug de RNA de cada muestra se envié al Servicio de Gendmica de la
Universidad de Valencia donde primeramente prepararon las genotecas de
cDNA que posteriormente secuenciaron en un secuenciador NextSeq 500 de
lllumina a una profundidad de 10M en lecturas Unicas de 75 nt.

Los datos se secuenciacion basados en RNA-Seq se analizaron de la
siguiente manera:

1. Andlisis de calidad de las lecturas brutas, con el programa FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

2. Preprocesado de las lecturas: se eliminaron las primeras 15 bases y las
ultimas 2 bases de cada lectura por no mostrar la distribucién aleatoria
esperable en la fragmentacion al azar del cDNA para secuenciar.
También se eliminaron adaptadores y extremos de baja calidad de las
lecturas, asi como las lecturas que tras limpiar quedaban con menos de
30 bases. Dicha limpieza se realizd con el programa 'cutadapt'
(http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html).

3. Analisis de calidad de los clean reads (tras eliminar lo indicado en el
apartado anterior), con el programa FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

4, Mapeo de las lecturas limpias contra el genoma/transcriptoma de
Arabidopsis usando el programa tophat
(https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml), resultando entre un
98.0% y un 98.8% de lecturas mapeadas.

5. Contaje normalizado de lecturas que mapean en cada uno de los genes
de Arabidopsis, realizado usando htseq-count (http://www-
huber.embl.de/HTSeq/doc/count.html).
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6. Obtencién de genes diferencialmente expresados entre las muestras,
realizado con edgeR
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) vy
obteniendo genes con FOLD CHANGE > 4, genes con FOLD CHANGE > 2y
genes con FOLD CHANGE > 1.5, todos ellos con un p-value < 0.001 como
valor de corte.

7. Obtencién de términos GO diferencialmente representados en los genes
diferencialmente  expresados, usando la herramienta goseq
(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/goseq.html.

Las tablas con los datos de la expresién diferencial de cada una de los
tratamientos con respecto a la referencia (50 uM Pi) se estan disponibles en
http://plasticity.ibmcp.csic.es/Home.html/Downloads_files/Grau_PhD_Thesis_S
uppl.zip como material suplementario.

Los diagramas de Venn se realizaron empleando el software Venny2.1
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

17. Analisis estadistico para determinar similitud a nivel transcriptémico
entre en tratamiento con los diferentes compuestos y el fosfato.

La prueba estadistica para determinar si existian similitudes nivel
transcriptomico estadisticamente significativas a entre los tratamientos con los
compuestos #268, #281 y #405 y con fosfato se hizo empleando el software
GraphPad mediante una prueba )(2 con correccién de Yates en una tabla de
contingencia de dos variables, donde una variable era el fosfato y la otra cada
uno de los compuestos (https://graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm).

18.  Anailisis de ontologia génica.

Los andlisis de ontologia génica efectuados a partir de los datos de RNA-
Seq con el fin de identificar los procesos biolégicos que se veian
diferencialmente afectados por los distintos tratamientos, se realizaron
empleando la herramienta de analisis de AgriGO Singular Enrichment Analysis
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(SEA) (http://biocinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php). Los procesos biolégicos
anotados tuvieron un p-value < 0,02.

19. Derivatizacién y pruebas de analogia y similitud de moléculas.

Los analisis de similitud entre moléculas se realizaron con el software
Similarity WorkBench (ChemMine Tools, http://chemmine.ucr.edu/) utilizando
como indicador de similitud el coeficiente de Tanimoto (7) (Rogers and
Taminoto, 1960). Se adoptaron las condiciones por defecto del software, segin
las cuales existen similitudes significativas si T2>0,4.

La busqueda de andlogos del compuesto #268 se comenzd contrastando
dicha molécula en la base de datos de ChemBridge a través de las herramientas
2D Analogs y 3D Analogs (https://www.hit2lead.com/), las cuales ofrecen
analogos 2D y 3D respectivamente a una molécula dada. Cada molécula viene
acompanfada por el porcentaje de similitud estructural entre ésta y la #268.

Dichas moléculas, utilizando el paguete de herramientas Cluster Tools de
ChemMine (http://chemmine.ucr.edu/), se subdividieron en funcién de sus
analogias internas tomando como umbral de similitud T = 0,4, formando grupos
segun la parte molecular compartida o con mayor similitud. Dicha subdivision
revelé un subgrupo de moléculas que guardaban entre ellas gran similitud. Se
obtuvo la estructura comun de este subgrupo (ChemMine Cluster Tools,
http://chemmine.ucr.edu/) y se cotejo con la base de datos de ChemBridge,
obteniendo todas las moléculas de la coleccion DIVERSet™ que poseian dicho
grupo estructural.

Se analizé la similitud de estas moléculas con respecto a la #268 tal y
como se describe en el primer parrafo de este apartado. Se escogieron como
analogos de #268 aquellas en los que T habia resultado > 0,5.
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