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CBGP Facilities and Research Services

Main Building: 7.391 m?
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Research Services

v' Microscopy and Cell Biology.
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HT metabolomics platform.
P3 biological containment facility.
Fermenter (200 L)
Electrophysiology Lab.




Research Services: Plant Growth Facilities/Greenhouses

Plant Growth Facilities
Surface
Laboratory

Plant Growth surface

Sustainable Greenhouses
Surface 1,200 m?

Greenhouses 611 m?

EXCELENCIA
SEVERO
OCHOA

{oge Biosafety P2 (x GMOs) 200 m?

Y GEHOMICADEPUANTAS



Uno de nuestro compromisos: contribuir a alcanzar los ODS

) OBJETIVOSsosteniLe

W 17 OBJETIVOS PARA TRANSFORMAR NUESTRO MUNDO

FIN EDUCACION
DELA POBREZA DE CALIDAD

fMﬁw M '

TRABAJO DECENTE INDUSTRIA. 10 REDUCCION DE LAS 1 PRODUCCION
‘IEE[EIHIEHIIZI DESIGUALDADES Y GONSUMO
ECONOMICD SOSTENIBLES RESPONSABLES

o

1 ACCION VIDA I PAZ, JUSTICIA 17 ALIANZAS PARA
POR EL CLIMA E INSTITUCIONES LOBRAR
SOLIDAS LOS DBJETIVOS

OBIJETIVOS
DE DESARROLLO
@ @ SOSTENIBLE




Las plantas son la base de la vida .. (y la sociedad)

,. Mmﬁ]@ ﬂ[ﬁ}@ﬁ’@@@ﬂ@@

* Son los grandes fabricantes de oxigeno * Fuente principal de energia y material organico en

- iolégicos basi osistem
* Componentes clave de los ciclos biolégicos basicos los ecosistemas

(ciclo del agua, formacion del suelo, ...) * Base de la cadena alimentaria
* Materia prima de interés industrial: tejidos,
caucho, biocombustibles, ...
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Importancia de la ag

ricultura en la sociedad y la economia

B

fertilisers
agrochemicals
fossil fuels
Irrigation
machinery

(

s

I cror I
Agri-industry : ﬁ

Landowners

. Participacion biotecnologia vegetal

Syl The Agri-Food Ecosystem
FUNCTIONS <<
soil fertility
nutrient cycling .
water provision Environmental Environmental Environmental
‘biodiversity penalty penalty penalty
insects water use Post harvest resource use IGF;SII
pest control soil degradation loss GHG AnCH
nutrient run-off packaging
CLIMATE pest:i ;I:;::gens GHG p::‘of;sstt:{;%e infrastructure Food waste Heath penalty
resource deficiency biodiversity loss over-production excess eating l||ne§S
NON-RENEWABLES weather poliifion over-buying S | e
minerals quality controls TR
ancient ground water
-
&

» PRODUCT 3 . roop [ 4 ‘ PEOPLE

Retailers
Restaurants

Processors
Distributers
Traders

Food outlets

EXTERNAL FACTORS

Governments, international bodies, markets,
lobbyists, NGOs, universities, media, culture
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Los retos de la agricultura 2050: Cantidad y Calidad

CRECIMIENTO POBLACIONAL

9 : 5 Billones 70 %

,3‘?..‘:; .,E‘!.i';, MAS ALIMENTOS NECESARIOS PARA 2050
UTILIZANDO......

2010 77snon
uaamn

U Menos tierra cultivable
i; '@@ O Menos AGUA
O Menos FERTILIZANTES

d Menos
CRECIMIENTO POBLACION MUNDIAL

Deficiencia de agua (estrés hidrico)
Alta salinidad (estrés salino)
Altag temperaturas
Heladas |
Toxicidad por elementos trazas |
Radiacion UV
Carencias nutricionales
Patégenos y enfermedades
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La

superficie cultivable es finita

1800
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1400 /
<
-E 1200
E 1000
2800 /
G000
400
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8 5 3 2 : Z S g 2
£ - - — &4 o o o (=] o
L | L | L |
World Developing Developed
countries countries

Tierras con potencial de incorporacion al sistema de produccion

Potential for expansion of rainfed crop systems

<5 5-10% W-20% 20-20% 0-40% 40-50% S0-100%% = 100%
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El fragil equilibrio entre el bienestar y la sostenibilidad
Empresas Gobiernos N
empleo - W | Eﬁﬂmﬂﬁ # @estigacién

Sociedad
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Y GENOMICA DE PLANTAS

] o) CBGP

UPM INIA

¢ ES POSIBLE ALIMENTAR
A LA POBLACION MUNDIAL
DE UNA FORMA SOSTENIBLE?

¢ Y DENTRO DE 50 o0 100 ANOS?
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Ciencia y sostenibilidad del sistema agricola

Viable, competitivo innovador




¢Como lo podemos hacer?

Respuesta posiblemente sea multidisciplinar, pero sin duda el uso de
la Biotecnologia en su mas amplia definicion sera necesaria para
alcanzar estos objetivos.

4 ) 4 ) 4 )

Investigacién sobre Desarrollo de Transferencia de

las necesidades » Herramientas 0 Conocimiento a las
actuales y futuras Biotecnoldgicas empresas sector agro-
alimentario

g J \_ J N\ J

Solution
T Investigacion
Cooperacion

mp| Implementacion

Problem |

1 A\ (BGP @ rxcriencia
() s @ STVERG

rmrons  SE
VUPH»!N!A %y OCHOA



Principales preocupaciones del sector agricola

Evolucion de los precios de mercado
| Coste de los insumos u otros materiales necesarios para la produccion |
Financiacion y ayudas (PAC, acceso, condiciones, etc)
Acceso al agua
Acceso a tecnologia adecuada para la explotacion
Acceso al mercado (a los consumidores 0 a intermediarios)
Evolucion de la demanda
Acceso a tierras de cultivo
Disponer de herramientas fitosanitarias (herbicidas, fungicidas e insecticidas)
AcCeso a Seguros agrarios
Relevo generacional
Sobrerregulacion
Vivienda, infragstructuras y servicios adecuados
Encontrar a trabajadores

82%
79%
70%
70%
69%
65%
65%
63%
62%
60%
53%
50%
40%
36%

Informe PWH': “El futuro del sector agricola Espariol” 2018
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Nutrientes: factor limitante del crecimiento y produccion

Plants and grass need nutrients:

-Nitrogen -Phosphorus otassium I e-lmn

Good for: Good for: Good for: Good for: ‘
- Growth - Growth of new roots - Overall piant health - Chiorophyll formatio
- Color & shoots - Stress resistance eficiency syme
- Density - Seedling root growth COId haldness
- Chiorophyll formation - Seedling plant vigor 6
Deficiency symptoms: Deficiency symptoms:
- Pale color, yellowing - Rarely seen
- Stunted growth - Yellowing or purple
cast o leaves

Sulphur - Zincs

Copper - fron: Manganese natural
> chlorol chloro|
Boron - activates ’ phvt Magnesium - catalyst Molybden Ji§ fungicide, ’ Pyt
-ch I - i
Calcium- olcxl\g‘wath cnz;mcs formption cocl’ornplwi or growth, um ; p'vot:m formation
cell wall Calcium that respir production, oxygen nitrogen sysnthesis, respir
RS aids incell facilitate Snd enzyme formation metabolis water and
wall photosynt e manufactur in m and uptake, o RG
formation | hesisand 5 ger e photosysnt fixation fruitand %
metabolis metabolis
respiration hesis seed =
formation

Micro-nutrients
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Sistema radicular vs parte area

Produccion

Fruto
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El sistema radicular es esencial para la nutricion vegetal

La formacion y disposicion de las
raices en el suelo es importante para
la captacion de nutrientes y agua
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El sistema radicular es esencial para la nutricion vegetal

La formacion y disposicion de las raices en el suelo
es importante para la captacion de nutrientes y agua

.~ Condiciones =~
_delsuelo =
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Interaccion raiz-organismos

7("“"‘\ T,
\ | <~ Rhizosphere

/‘ - (b)
&y | \ e <
Plant root g.(. \ H,0 Negative interactions™
7 B J\' ,\, Antimicrobial
/ 0, ’{/ a \ p compounds )
/i SR 4 ' \-,,.‘\" 's\’ — g 4
——ar - ] : -
7~ \6‘“ . i e K= =)
oo\ / Y 1-- . . .
| s - . . & . Fungl
jﬂ‘ = Exudates,| « |, 5 . i
. X carbohydrates, | § | ‘\ lant growth |
N carboxylic acids, (" 5 \ /‘ promoting N
X amino acids, etc. | < L sbatance p >
‘ o T) S o
() Sr@ <5 P . _ _
Positive interactions ' &% Microorganismos
fijadores de nitrogeno

PGPR

Nitrogen How does it work??

Fixation

-~

Biocontrol

Hormone

Production Siderophore

Production

Helps in Nutrient
Nodulation Uptake

Copyright XiteBio Technologies Inc.

Nodulos aéreos en Sesbania sp
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Fijacion de Nitrogeno

Fijacion de nitrégeno a través de las lequminosas
Los nodulos de la raiz hospedan
bacterias simbioticas, capaces de
fijar el nitrégeno.

Bacterias de la
nudosidad

Células de la planta
Tejidos

protectores /&

Célula de la planta /

Las bacterias penetran en las raices

» Pros: barato y eficiente 170 millones Tn /aio

» Cons: Rhizobium solo
determinado grupo leguminosas
especies proximas a las leguminosas.

Produccion de Nitrdégeno

» Reaccidon quimica Haber Bosch
» Alta temperatura

> Alta presion

» Costoso

» 70 millones Tn/afo

infectan a una
y de
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Fijacion de Nitrogeno
en cereales: ¢un sueho
o una realidad?

Aproximaciones:

» Reestablecer las sefiales en los
cereales para que interaccionen
con las bacterias fijadoras

» Introducir los genes de la
nitrogenasa en los cereales

(Transgénesis)

Two routes to J

self-fertilizing plants

One approach is to allow cereals to host
nitrogen-fixing bacteria (bottom left) by
modifying an ancient symbiotic relationship
between fungi and plants. Another is to
endow cereals with the nitrogen-fixing
enzyme nitrogenase (bottom right).

- An ancient relationship ,/7 '
Only legumes host nitrogen-fixing — .\
bacteria. But almost all land plants*z

have symbiotic relationships with .\ _~1|" g nc
fungi, which enter into their cells %= ~ _ spores
and provide nutrients. Biologists
are modifying this ancient ’
relationship in cereals. r\ | K

I

-

Creating a new partnrwsﬁ%’lq ' Y
Several key modifications are r uuredfb [ "\;‘,;

allow cereals, such as maize and wheat, to |
communicate with nitrogen-fixing bacteria
and reap the nutrients they provide.
Gint 1 Signals

After recognizing
friendly bacteria, the
plant gets ready to
play host.

2 Infection

Roots elongate certain
hairs, creating a tunnel
for bacteria to enter.

3 Nodules

Parts of the root
enlarge into a dwelling
for the bacteria.

4 Home sweet home
Plant must provide
energy for the bacteria
and remove oxygen.

Erik Stokstad Science, 20 VOL 353 ISSUE 6305 ] )
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Addin heenzyme ' =
, Nitrogenase requires a lot of energy and
a low-oxgyen environment. That makes
the mitochondrion a good place to put
the enzyme.

~ )] Mitochondrion

Nitrogen-splitting
pathway
FeMo-cluster

P-cluster

4Fe-4S cluster

ATP

S0 sio

uPn i OCHOA



Biologia sintética: Fijacion de Nitrogeno por bacterias

Introduccioén de los genes nif (fijadores de N
atmosférico) en la bacteria Pseudomonas
protegens Pf-5. Su inoculacion permite la
supervivencia de plantas de Arabidopsis sin
fuente de nitrégeno.

uninoculated P15 P1-5 X940 A1501

4 +Ca(NO 800 |
5 S E~CaENOE£ » uninoculated
i . LI[flL M cumone " L
g = 5 e ¥ PRS XD
L ER ¢ A1501
T
@ 5‘ ik P whk *:" m- I'
i : ;
= . -CaiNO3)2 i =

g Ay 11

uninoculated PRS  Pf-5 X940 A1501 00 ,

timu twukil

Setten L, Soto G, (2013)

Effect of the inoculation with Pf-5 X940 on (a) Arabidopsis growth and (b) ammonium
production.

[rews, comocamomocs

MMMMMM ; OCHOA
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Genes al Servicio de la agricultura

‘ consumido;l

22



Genes y la evolucion de la agricultura

[AumMENTO DEL INDICE DE cOsEcHA)

La modificacion genética es un paso mas
en la mejora de plantas

Ejemplo del maiz \
fw2.2

La domesticacion cell division

La adaptacion en Europa
El antepasado 4p P

salvaje

fruit size !

Figure 9-11 Plant Biology (© Garland Science 2010)

Red Pink

¢

SIMYB12

Poblaciones

Introduccion en el
Presenci s sur de Europa
Ameri

Aparicion en : e
\lejun Creacion de los 1™
hibridos

iNIS

[’\ CBGP ﬂ* EXCELENCIA
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Secuenciacion de genomas

0
0

i
—
—

PADDDRIDDAAODODDOCOOA0OD
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1]

Método Sanger

Informacion para
responder a una necesidad

Approaching to NGS

=4

)

—

N

1980

2000
2010

1077 @ Sanger sequencing method by F. Sanger
(PNAS 1977, 74: 560-564)
1083 PCRDby K Mullis
(Cold Spring Harl Symp Quant Biol. 1986;51 Py 1:263-73)

Discovery of DNA structure Human Genome Proiect
1252 (Cold Spring Harb, Symp. Quans. Biol, 1953;18:123-31) (Nature , 3001, 400- m_l;;ujs tence, 2001, 291 1304-1351)

1003 | Development of pyrosequencing

(Anal, Biochen., 1993, 208: 171-175; Science J998, 281 : 363-363)

Single molecule emulsion PCR
Founded Solexa

Founded 454 Life Science -
454 GS20 sequencer
(First NGS sequencer)

Solexa Genome Analyzer m

(First short-read NG5 sequencer)
Tllumina acquires Solexa
(Tlhumina eaters the NGS business)

ABI SOLiD
(Short-read saquencer based upon ligation) 2007

Roche acquires 454 Life Sciences
(Roche enters the NGS business)

GS FLX

(NGS with 400-500 bp read lenghe)

NGS Human Genome sequencing
(First Human Genome sa;uaﬂngblsednpm;glemnhm

Hi-Seq2000
i-5¢q2000 | 2010

el

MiniSeq MiSeq NextSeq HiSeq 4000 HiSeq X Ten

waam
1800 Gb

8 billon 24




GenOmica masiva

Moors's Law

N I H National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Coste actual genoma humano
<1,000 €

https://www.genome.gov/

o

HiSeq X Ten L}é@

Projects by Domain

200.000

150.000

100.000

50.000

0 —
’\%u:ﬁ; r.LQ’QQ rzpdl rz’ﬁg& ’1?166 '15"\'0% 101& 101{2. rzg:\bc "LQ“\B '19\%

+200,000 proyectos
+50,000 eucariotas

https://gold.jgi.doe.gov/statistics




Los genomas vegetales contienen la informacion
el futuro de la agricultura

la nueva revolucion gendémica

_’
4}

— >

8

4

verde

Angiosperms
~350,000 species

“inteligente”

Eudicots
~262,000 specles
Gymnosperms
~T05 spacies Chloranthales
~75 species
Ceratophyllales
Pteridophyta ~6 specles
~12,400 specles Magnoliids
~9,000 specles
Lycophyta Monocots
~1,340 specles E ~70,000 species
[}
oy Austrobaileyales
o ~100 species
Bryophyta -5 Nymphaeales
~25,100 species 82 species
< Amborellales
only 1 species
Streptophyta 1
~865 species
Chlorophyta

~4,000 species

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis lyrata
Capsella rubella
Thellungiella halophila
<Theobroma cacao
Gossypium arboreum
Citrus cle i
A2 Populus trichocarpa
100 Ui 1M’§ﬂ{pg{coscu‘°nm

100

icinus communis

100 Phaseolus vulgaris
R_J_m_ﬂf'c Glycine max

e

100
100 || Rutaceae
S,

o B[ S20acene Citrullus lanatus
>  Cucumis sativus

= HPmnus persica
MYIACeIe Morys notabilis

g

itaceae ... .
—— Vtis vinifera

oo (A ICE R gimylys guttatus
“Sesamum indicum
Solanum lycopersicum
Capsicum annuum
Daucus carota
Chenopodium quinoa
Beta vulgaris
Aquilegia coerulea

.\clumhnnm‘,b\;nbo -

100
100
1] Poaceae L sorghum bicolor
Bromeliaceae
Musaceag —
Musaceag, oo
- -~ Phalaenopsis equestris
Ariceae  enirndal: forhi
Zosteraceae

Oryza sativa

poly
Zostera marina

Amborella trichopoda

Ginkgo biloba

para

Se han secuenciado los genomas de los
principales cultivos agricolas
(tenemos el “cddigo fuente”)

4 A\ CBGP © exceLeNcia
(o) amon & SEVERO
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Transgénicos: repercusion en la agricultura y la sociedad

Evolucion de la superficie de cultivos
transgeénicos (izquierda, millones de
hectareas) y distribucion de la superficie

entre los paises (derecha _ ]
181,5 millones de hectareas

Millones de hectareas

00888588388

1006 1907 1008 1000 2000 2001 2002 2003 2004 2006 2006 2007 2008 2000 2010 2011 2012 2013 2014 2016 2016 2016



La edicion génica esta revolucionando la biotecnologia

Disponemos de herramientas
(CRISPR/Cas9) muy precisas
para EDITAR LOS GENOMAS
e introducir mutaciones o0
modificaciones de los genes

DNA
T

%-”I Mutaciones
as »

Double Stranded Break DNA repair 1A
Non-Homologous Homologous ReQUIaCIOn de
End Joining z Recombination |a expresién
OO ¢ T
inertion Donor DNA

| T

Deletion = 3
Gene addition/correction for

Gene Disruption for
Site Directed Mutagenesis Targeted Gene Transfer/Replacement

Schematic representation of Cas9/sgRNA system of CRISPR technology

[’\ CBGP Q EXCELENCIA
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La edicion génica esta revolucionando la biotecnologia

TALEN: (Transcription
Activator  Like  Effector
Nucleases)

' N\

X
5 S ¢4 PR
P A 1

GENE CORRECTION

NUCLEASE

ACTIVATOR

PROMOTER REPRESSOR

FUNCTION OF
YOUR CHOICE 4 A\ (BGP 9 EEEEEEEE
oy ez ¢ SEVERO




Ejemplos de éxito de
la edicion génica

A DNA repair pathways and genome-editing platforms
3'Grich .

PAM 5T rich
S

5 PAM  Target 2

Target

—

Variable indels

Gene silencing Donor template
—_—
e
Precise repair
Gene editing

guide RNA

CRISPR/Cas12a

DNA repair CRISPR/Cas9

3'Grich

TALENs

CrRNA + trcrRNA
i quide RNA
Base editor

B Agrobacterium-mediated transformation

Agrobacterium
—

Co-cultivation

3-4 week
in vitro plants

~45 shoots

Explants - leaf/
internode

~Day 60
RIM

~Day 30 Calli

C  Protoplast transformation and regeneration

Transformation
Plasmid Day 1
PEG

transformation

—

Calli
RNP complex ~Day 7
Shoots/Roots
~Day 84

Isolated Protoplasts

Soil Growth
~Day >84

Cas9-crRNA +
trerRNA

Cas12a-crRNA

Patata Ploidy
editing

S.tuberosum ov. ax TALENS
Sasoy
S.tuberosum ov. ax TALENS
S.tuborosurm ov. ax TALENS
Ranger Russet
S.tuberosum cv. ax TALENs
Ranger Aussot
S.tuberosum ove ax TALENS
Russet Burbank,
Shepody
S.tuterosum ov. ax CRISPR/GAsS
Wuras
S.tuberosum ov. ax cRiSPRVCase
Wuras =t
S tuberosum ov ax CRISPR/Gaso
Desiree
MEX014-10, 2%, ax CrisEvCase
S. tuberosurm
MEX914-10, 2, ax crisPrVCasse.
S. tuberosurm o TALENS
Desiree
S. tuberosum 2x CRISPR/Casg
Group Phureia
Goubie monepicid
S. tuborosum 2 CRISPR/C:
Group Phureja
51565
No montion WA TALENS
Maninot esculenta 2x crisPR/GH
cve. 60444 and
TMEZ04
Maninot esculenta 2 crisPR/Case
ov. 60444
Matus domestica 2x cRISPR/Caso
ov. Golden ANPa
Gelicious
Malus domestica 2x CRISPR/Cas9
virs vinimera ov. 2x CRISPR/Caso
Chardonnay ANPs
Vitis viniters cv. 2x CRISPR/Case
Chardonnay

2x crisPr/Case

Vitis vinitera cv. Neo  2x CRISPR/Caso

Banana
M

5 Gv. ax
wi (AAA

CRISPR/

Cavendish),
Rasthall (AAS Silk)
” ey

naranja
Citrus sinensis 2x
Osbeck Citrus
paradisi (Dunc:
arape frult)

CRISPRV/Cas9

Citrus sinensis cv. 2x CRISPR/Cas9
Valencia Ciarrizo

Citrange [Foncirus

trifolisiter L. Raf,x

Citrus sinensis L

Osb)

Cafia de azucar

Saccharum spp ov.  10-13x TALENS
cras-1762
Fragaria vesca 2x CRISPR/Cas9

-~ GVR = geminivirus replicon
Ribonucies protein

method

Agrobacterium

Target gene

Sterol side chain

Trait associated
with the gene

Steroidal

(StSSh2)

reduction in tuber

Agrobacterium

synthasel (StALST)

Vascuokar invertase
Stviny)

StaLs7

Ag

Protoplasts

7.4-
Branching enzyme
gene (SBET).
Stvinv
Grarnsebound
starch synthase
(SIGBSS)

stGess

resistance

cold induced
swestening.

Dagree of starch
branching. cold
Induced
sweetening

Tube ch quality

Tuber starch quality

Purpose of the study

Identify key enzyme in
the biosynthesis of

cholesterol and related
storoidal glycoalkaloids

Tuber Enproverment for
cold storage

Use of TALENS for
targeted T DNA
integration

Rapid testing and
effective delivery of
TALENS

CRISPR/Cas9 In potato

regeneration. Potato
tuber with altered
starch content
developed

Use of FANPs for
genome editing in
potato protoplasts and
regeneration of mutant
lines with knock-out of
all four alleles

Agrobacterium
avR
Agrobacterium
GvR

Agrobacterium

Agrobacteriurm

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Protoplasts
Agrobacterium
Protopiasts

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrointiltration
Agrobacterium

ractor

gene StMYBa4

)
transport via roots

StaLst Herbicide
resistance
StaLst Herbicide
resistance
Suaaz Petiole hyponasty
and shoot
morphogen:
Stytar o Solf 0

gene (S-rinase)

siGass

Phytoene
dessturass
(MePDS)

novel cap-binding
proteins
CBP-1.nCaP-2)

DspE-interacting
proteins of
Malus(IPM 1-4)
MarPDs

Mitdew Locus ©
AMLO-7)

L-idonate
dehydrogonase
gene (dnDH)

WWAKYS2

WRDS

MarDS

Lateral organ

ch quality

Albine devoid of
green tissus

Cassava brown
streak disease
(©Bso)

Fire blight
resistance

Albino devoid of
areen tissue

Powdery mildew
resistance

Biosynthesis of
tartaric acid

largeted mutagenesis.
in potato and germiine
inheritance

Gene targeting via
homologous

Targeted mutagenesis
using native StU6
promaoter driving the
SaRNA

Knock out of
selt-incompatitility
gone S-ANase in
diploid potato line
resulted in self
compatibility
Development of a
Gateway system for
rapic bly of
TALENS in & binary
vector

Targeted mutager
Cassava

Delayed viral disease
Incidence and reduced
severity of storage root
necrosis

Use of RNPs for
genome-editing in
apple protoplasts
Targeted mutagensis in
apple

Use of RNPs tor
genome-editing in
grape protoplasts
Use of grape
susponsion colls for
genome-editing

Albino devoid ot
areen tissue

Albine devoid of
green tissue

Citru canker

(©sLoa1)

csPDS

Agrobacterium carrelc acid O
OCOMT)
Agrobacterium Tryotophan

citr

Albino devold of
green

Reduction in lignin
content

(TAAT), Auxir
response ractor
(FveARFE)

Auxin biosynthesi
and respons

Genome-editing using
arape embryonic callus

Genorm
banana embryonic
callus achieving

tri-allelic mutations

Demonstrated that

o
canker-resistant citrus
cultivars
Demonstrated that
Xarthormeons
pretraatent betors
Agroinfiltration targeting
PDS resulted in albino
phenotype and Cas9
driven by A.thatiana
YAO promoter has
enhanced targeteged
mutagenesis comy

16 CaMV3ss promoter

Produce lignocellulosic
othanol from suc
by altering the c
properties

Targeted mutagenesis
and germ-line
inheritance in
strawberry as a proof of
concept

Reference

Forsyth et al
2016

al

Yo ot al., 2018

Kusane et ol
20186
Odipic o

2017

mez et al
018

Malnoy et al
2016

Nishitani et al

2018

Malnoy et al
2016

Ren et al, 2016
wang et al
018

Jung ana
Altpeter, 2016

Zhou et al
2018
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Fosforo es un nutriente esencial

Membrane phospholipids

Phosphorus (P) is

assimilated and used as H,N

phosphate (Pi) which ATP =N

depending on the pH is o o o )

H,PO, ,HPO,% or PO 0P O0_B_o_b_ 0o (N N
o 9 9 o o o

/P\ /P\ - - /P\ =

O b_OH HO b_O e b"o OH OH




La deficiencia de Pi reduce severamente la produccion agricola
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Las plantas absorben un pequeno porcentaje del Pi aplicado
en los fertilizantes

The Phosphorus cycle

Atmospheric
deposition
(dust)

Animal Mineral
manures fertilizers

and biosoiids
residues

El fosfato: Macronutriente que se
extrae. Recurso limitado (100 anos??)

Produccién en industria a Organic Phosphorus:

i ico - Microbial -
apartir de fosfato calcico: N : TR e
Caz(PO,), + H,SO, — H3PO, + - Humus (clays, Fe and
CaSO, (yeso). | Bl berhesorns) )
Pocos productores: China, : ¥ Soluble P

USAYy Marruecos -HPO, N
- HPO 2 Secondary
compounds

Caro y limitado
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Nuevas estrategias para prevenir o retrasar la crisis del Pi

1) Desarrollar nuevas variedades que absorban mas Pi en
suelos pobres, reduciendo la fertilizacion. Mejora
geneética clasica; transgénicas; edicion geénica.

2) Desarrollo de nuevas tecnologias para reciclar el Pi de
los residuos urbanos y agricolas. Costoso

3) Desarrollo de nuevos fertilizantes mas eficientes.

BlUsqueda de nuevos genes, rutas, metabolitos
O microorganismos



Economia circular: Bioremediacion-nutricion

Uso de especies vegetales como biofactorias
descontaminantes-productoras de nutrientes

> Bioremediacion
de purines

‘ » Produccién de

proteina vegetal

e
il

Identificacion
de variedades
mas eficientes
y adaptadas

/ ’\ > Biofertilizantes

Variabilidad Generacion
Natural de mutantes

Desarrollo de
biofactorias
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El Fosfito (Phi) no puede ser usado por las plantas

Fosfitos son sales de acido fosforico con el
fosforo en estado reducido (+3)

2 weeks after P application to the sandy substrate

without P
fertilization

Fosfitos (Phi), " Phosphite ‘Phosphate

Phi se propuso como fertilizante alternativo

- La solubilidad es menos dependiente del pH.
- Es menos reactivo con compuestos del suelo. Mayor cantidad en forma libre

-No es toxico para los humanos o animales

sin embargo no puede ser metabolizado por las plantas,
Se usa como fungicida, ya que no puede ser metabolizado, pero compite con fosfato
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P. Stszeri es capaz de metabolizar fosfito y generar fosfato

0
!
* 70 —7—H
0
Phosphite

(P valence +3)

NAD*

NADH

0
!
0 _T —OH
“0
Phosphate
(P valence +5)

Substrate specificity of PTXD

Cofactors® Activity Substrates® Activity
% %

NAD, 1 mm 100.0 Phosphite 100.0
NADP, 1 mm 0.4 Nitrite NDe
NADP, 2 mm g 5 | Formate ND
NADP, 4 mm 3.4 D-Glycerate ND
NADP, 6 mMm 7451 D-2-Hydroxy-4-methylvalerate ND
D-3-Phosphoglycerate ND
DL-Hydroxyisocaproate ND
Methylphosphonate ND
Aminoethylphosphonate ND
Arsenite ND
DL-Lactate ND
Hypophosphite ND
Sulfite ND
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Tabaco transgénico metaboliza Phi

NO Pi PHOSPHATE PHOSPHITE

0 20 40 80 20 40 80 mg.kg

CONTROL

TRANSGENIC
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Plantas PTXD fertilizadas con Phi no tienen malas hierbas

No P Pi Phi

Phi effectively
promotes
transgenic
plant growth
while
reducing
weed growth.
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Phi controla el crecimiento de las malas hierbas sin matarlas
y generando un manto que evita erosion y excesiva
evaporacion

b \Weeds are not killed, but
g 9row slowly and do not
B compete with your crop
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Lab 180 CBGP: desarrollo radicular
y deficiencia de fosfato

Nuevos sistemas de crecimiento
D-Root®

Root-cooler®.



Las deficiencias nutricionales modulan la arquitectura radicular

P added (uM) N added (uM) K added (uM) S added (M)
625 100 50 0 520 1600 50 25 0
p A
) /"\ “J
(‘ [/ \‘\ /
/i \
{ é”l l\g I/
AN
il N
\' |
A
/
/
J
Mg added (M) Fe added (uM) Mn added (M)
100 50 0 75 10 50 1.0 0
- ” K
N )
/ /

Gruber et al., 2013
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La iluminacion de la raiz afecta negativamente la respuesta
a la deficiencia de Pi

LGR DGR

+ Pi -Pi LowPi + Pi - Pi Low Pi

Nutrients -

fPrimary orthuhasphate ion:
H,PO, (pH < 7.0)

oge

Deficiencia de fosfato

» Reduccién del crecimiento radicular

» Pelos radicales mas largos

» Incrementa la densidad de raices laterales
el ratio raiz/parte aérea

» Mas antocianinas

» Cambios metabdlicos

Silva et al. 2019, New Phytologist ,
yt g / lY’“}(:B(]P EXCELENCIA
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Cambio climatico: efecto sobre la nutricion vegetal

Temperatura®C

a 2 10 1|5| 20

Fab. Audg,

10m =

Profundidad

12m =

10°C
20m —

NS (’O: @
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Incrementos de temperatura reduce el sistema

radicular y la acumulacion de Pi (en invernaderos....)

Shoot 35°C 350C 39°C 35°C

Root 22°C /o
R

>200 genes

AT e,

c
©
7
)
S
S
x
o
<
c
8
8
IS
]
o
(%]
O
c
@
o
o
S)
S
—
A

Root-Cooler®.

Incrementos de temperatura en el aire no se traduce en
incrementos similares en el suelo, ya que este amortigua
la temperatura. El sistema Root-Cooler® permite analizar
el efecto del exceso de temperatura con el sistema
radicular en un a T amortiguada, como ocurre en la
naturaleza

10 A

nmol Pi/planta

hoja raiz hoja raiz hoja raiz
35/35°C 35/22°C 22/22°C v (QCBGP © ExcrLENCIA
v
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Incrementos de temperatura en la raiz reduce tamafio
y acelera la floracion

35°C 35°C
S50 Invernadero Root-Cooler® 3E0C Invernadero control

Plantas de 4 semanas:
Analisis con Root-Cooler® muestran que incremento de T2 sobre la

raiz afecta al desarrollo de la parte aérea, reduciendo el crecimiento
y acelerando la floracion. 4 A\BGP_ @ popcs
iR



Las formacion de

La hifas de los
hongos extienden
el area de
absorcion de
recursos

Protegen contra
patdogenos

Incrementan la
resistencia a
estreses

micorrizas favorecen la toma de Pi

No colonization AM-colonization

Increased resistance to
foliar pathogens

Increased drought tolerance

Increased salt tolerance

SAR-like responses
(SA and JA dependent)

Nutrient transfer
via AMF

Nutrient transfer
via root hairs

Phosphate depletion zone

Local resistance to
root pathogens

Increased resistance
to heavy metal toxicity

Systemic resistance
to root pathogens

il

’\CBGP

Y omonesormoch
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Uso del Root-Cooler® es idoneo para estudiar
la interaccion raiz-microbiota

nature

TREINTOASAR ONAL WEERLY JEpANIL SFESI00H

FEATURES

Soil type and host genes determine bacterial communities
in the plant rool microbiome messesesr

Root and Get Microliomes
Are Strkingly Simiar

Antibacterial
Derwlopment: a Changlng
Lowdscape

The Dead ond The
Micreboc

RO ) Lt O Ianies

HISTORY UNIVERSITIES TEACHING
MAKERS IN SPACE INTEGRITY

ASM Newn

Man nan L

4 A\ CBGP EXCELENCIA

[ amsomouss & SEVERO

\/ e OCHOA



Nuevas estrategias

Rastreo de sustancias quimicas:
- De origen natural

- N° [imitado

- Sintéticas

Plantas con marcadores de respuesta nutricional

A
sp P

IFS1

Medio
completo

- Alto niumero

- Problemas legales, seguridad alimentaria y medio-ambiental

+ N 5

Adiccion
guimicos

Medio
con bajo
fosfato

pIPSl':GUS

Contr.

[3 -Glucuronidasa
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BiAuXx

Chemical synthesis in lab

BIAuUX BiAux-I
OAc \ OAc
o 0 O TonA o 0 ° e
X OA | OAc
CL—10 <10
H H
0 o)
o 3

Biological Activity

BiAux, un nuevo quimico que potencia el crecimiento radicular
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BiAux incrementa especificamente la formacion de raices laterales

. SKP2B::GUS SKP2B::GUS
solvent SuM BiAux BiAUX (SHM) _
C - 4 - BIAUX (5,\1) +
- _’ i
o =
BiAux = ] “ =% ‘
.—.’
| _’ _’
*k¥k Y !
140 ) =
I \ — e
< 120 { =
el o | s
5100 s
hd
+] \
Z 40 |
= 1
40 l
1
t
20 !
0 ' | f d
confrol  BiAWX i

Colaboraciéon con TimacAgro (Roullier group)
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BiAux también incrementa el Sistema radicular en tomate

S

Fw (gr) root/plant
= N w
(6] = [6)] N (63} w (631

o

Control 1 uM BiAux

‘ solvente
solvente BiAux 1uM

1uM

Colaboraciéon con TimacAgro (Roullier group)

uuuuu



BiAux acelera la produccion de frutos

control

Control 1 uM BiAux

25
o 20
c
©
= 15
o
d
»n 10
9
£
s °
N
0 T T T T T T T
7 8 9 10 11 12 14 16 18 20
Colaboracion con TimacAgro (Roullier group) Weeks of treatment A e
s ez
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BiAux requla la expression génica

BiAux regula la expresion génica
Parte de los cambios son similares a los
inducidos por la deficiencia de Pi

BiAux -Pi

2330
(89%)
BiAux down -Pi down
M biological regulation (G0O:0065007) &
cellular component organization or biogenesis (G0:0071840)
B cellular process (GO:0009987) &
B developmental process (G0O:0032502) &
M [ocalization (GO:0051178) & 1731
(89.5%)

M metabolic process (GO:0008152) @

multicellular organismal process (G0:0032501) &
B reproduction (G0:0000003) @

response to stimulus (GO:0050896) W

Colaboraciéon con TimacAgro (Roullier group)

oo e soreOLOGh
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Gracias

Twitter: @CBGP_MADRID

Facebook: CBGP_MADRID

YouTube CBGP Channel: see our videos!!

- Meeting our Invited Speakers

- CBGP Scientific and Technological Advances

e 23 Dropbox - Plant Journal Revic % New Tab x New Tab x /f‘ 3 CBGP % \\+
i EXCELENCIA B
CBGP CENTRO DE BIOTECNOLOGIA ? L B |owess n “INI A
UPM-INIA Y GENOMICA DE PLANTAS ) OCHOA INTERNACIONAL Insito Nacional e vestigc

Home | About CBGP Scientific Information

Events and Seminars Services

“Ingeniamos ol futuro

Communication

Faculty and Staff

AFTER TEN YEARS.....

Job Opportunities Intranet

THE CBGP (UPM-INIA) IS A BIG REALLITY -
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CBGP Seminars

Science Week

Talleres, martes 7 y jueves 16
de noviembre, 10-13h

Dr. Michael Hothorn
(01 December)
Visitas guiada, martes 14 de
noviembre, 10h30h-13h

received the accreditation during the
awards ceremony held at the Ministerio de
Economla Industia y Competitividad
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