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ABSTRACT  

Plant growth is affected by abiotic stress, for example drought, salinity or 

high temperature. Signal transduction of abiotic stress is crucial to generate 

an appropriated physiological response, which involves the participation of 

different plant hormones, being abscisic acid (ABA) the critical hormonal 

regulator in regulating the plant's response to situations of stress due to 

water deficit. 

The ABA signaling pathway and the major components of the pathway are 

well characterized molecularly and biochemically. Pyrabactin Resistance 1 

(PYR)/PYR1-LIKE (PYL)/Regulatory Component of ABA Receptor (RCAR) ABA 

receptors play an important role in quantitative regulation of ABA signaling 

both in seeds and vegetative tissues. 

Although the biochemical function of the PYR/PYL/RCAR ABA receptors has 

been well established in recent years, little is known about other aspects 

with biological relevance, such as their post-translational modifications or 

the regulation of their half-life. One of the recent advances in this field has 

been the discovery of a new family of E3 ligases called RSL1/RFAs (RING-

finger-ABA-related) that consists of at least 10 members, which are key 

regulators of the stability of PYR/PYL/RCARs in root and leaf tissues, and 

regulate the degradation of ABA receptors at different cellular locations. 

Further inspection of the gene family revealed that RSL1/RFAs are 

structurally characterized by the presence of three putative RING domains 



 
 

 
 

in tandem, named as RING1-IN BETWEEN RING (IBR)-RING2, and accordingly 

they belong to the RBR-type E3 ligase family.   

The E3 ligase RSL1 is a member of the family that is characterized by the 

presence of a transmembrane domain (TM) at its C-terminal end, its 

localization in plasma membrane and interaction with the receptors in the 

plasma membrane, being the ubiquitination of proteins in the membrane an 

internalization signal for the Endosomal/vacuolar degradation pathway.  

Five members of the RSL1/RFA family, that is, RSL1 and RFA6-RFA9, contain 

a TM domain at the C-terminal end of the proteins, which suggests that 

RFA6-RFA9 are also localized in plasma membrane. 

However, other members of this family of E3 ligases such as RFA1-RFA5 lack 

the C-terminal TM domain and their functional characterization, as well as 

their cellular location, has not been investigated yet. 

In this study we show that the E3 ligase RFA1 is localized both in the nucleus 

and in the cytosol, while RFA4 shows a specific localization in the nucleus 

promoting the nuclear degradation of ABA receptors. Therefore, we 

members of the RSL1/RFA family interact with ABA receptors at the plasma 

membrane, cytosol and nucleus, targeting them for degradation via the 

endosomal/vacuolar pathway (in the case of RSL1) or the 26S- proteasome 

(for RFA1 and RFA4). 

In addition, we provide information on the physiological function of these 

RBR-type E3 ligases, which are hardly explored in plants. Additionally, we 



 
 

 
 

performed mutagenesis and biochemical assays to identify Cys361 in RFA4 

as the active site cysteine, which is a distinctive feature of RBR-type E3 

ligases. 

We have shown by immunoblot analysis of the rfa1rfa4 loss-of-function 

mutant that endogenous levels of ABA receptors PYR1 and PYL4 are 

increased compared to wild-type plants. On the other hand, we have 

identified an E2 enzyme, Ubiquitin Conjugating Enzyme 26 (UBC26), as the 

canonical nuclear enzyme E2 that interacts with the E3 ligase RFA4 and 

forms UBC26-RFA4-Receptor complexes, forming nuclear aggregates. We 

also generated loss-of function ubc26 alleles that exhibited higher sensitivity 

to ABA and accumulation of ABA receptors compared to wild type. We have 

revealed a sophisticated ubiquitination system of ABA receptors in different 

subcellular locations carried out through the RBR-type RSL1/RFA family of 

E3 ligases. 

On the other hand, we have proceeded with the biochemical and genetic 

study of the different members of the family. We have started biochemical 

tests to identify the S-acylation in the TM domain of RSL1. To this end, we 

have generated RSL1C334S, RSL1 C5S and RSL1C6S by mutagenesis as well as 

RSL1ΔTM, a deletion of the TM domain. Initial studies have shown that Cys 

residues close to the TM domain are S-acylated. 

Finally, we have also generated new combined mutants: rsl1rfa1, rsl1rfa5, 

rfa1rfa5 and rsl1rfa1rfa5 that may be used in future work to analyze possible 

connections between RSL1-mediated plasma membrane receptor 



 
 

 
 

ubiquitination and other RFA proteins of the family that ubiquitinate to 

receptors in other subcellular locations. 

  



 
 

 
 

RESUMEN  

El crecimiento de las plantas se ve afectado por el estrés abiótico, por 

ejemplo, sequía, salinidad o altas temperaturas. La transducción de señales 

de estrés abiótico es fundamental para generar una respuesta fisiológica 

adecuada, que implica la participación de diferentes hormonas vegetales, 

siendo el ácido abscísico (ABA) el regulador hormonal crítico en la regulación 

de la respuesta de la planta a situaciones de estrés por déficit hídrico. 

La vía de señalización de ABA y los componentes principales de la vía están 

bien caracterizados molecular y bioquímicamente. Los receptores de ABA 

“Pyrabactin Resistance 1” (PYR)/ “PYR1-LIKE” (PYL)/ “Regulatory Component 

of ABA Receptor” (RCAR) juegan un papel importante en la regulación 

cuantitativa de la señalización ABA tanto en semillas como en tejidos 

vegetativos. 

Aunque la función bioquímica de los receptores PYR/PYL/RCARs de ABA, está 

bien caracterizada en los últimos años, se conoce poco sobre otros aspectos 

con relevancia biológica, como sus modificaciones postraduccionales o la 

regulación de su vida media. Uno de los avances recientes en este campo ha 

sido el descubrimiento de una nueva familia de E3 ligasas llamadas 

RSL1/RFAs (“RING-finger-ABA-related”) que consta de al menos 10 

miembros, que son reguladores clave de la estabilidad de los receptores 

PYR/PYL/RCAR de ABA en tejidos de raíces y hojas, regulando su degradación 

en diferentes ubicaciones celulares. Un estudio más detallado de esta familia 

génica reveló que RSL1/RFA se caracterizan estructuralmente por la 



 
 

 
 

presencia de tres dominios RING putativos en tándem, denominados 

“RING1-IN BETWEEN RING-RING2” (RBR), y en consecuencia pertenecen a la 

familia de E3 ligasas de tipo RBR. 

La E3 ligasa RSL1 es un miembro de la familia que se caracteriza por la 

presencia de un dominio transmembrana (TM) en su extremo C-terminal, 

con localización en la membrana plasmática e interacción con los receptores 

en la membrana plasmática, siendo la ubiquitinación de proteínas en la 

membrana una señal de internalización para la vía de degradación 

endosomal/vacuolar. Otros cinco miembros de la familia RSL1/RFA, es decir, 

RSL1 y RFA6-RFA9, contienen un dominio TM en el extremo C-terminal, lo 

que sugiere que RFA6-RFA9 también se localizan en la membrana 

plasmática. Sin embargo, otros miembros de esta familia de E3 ligasas como 

RFA1-RFA5 carecen del dominio TM C-terminal y su caracterización 

funcional, así como su ubicación celular, aún no ha sido investigada. 

En este estudio mostramos que la E3 ligasa RFA1 se localiza tanto en el 

núcleo como en el citosol, mientras que RFA4 muestra una localización 

específica en el núcleo promoviendo la degradación nuclear de los 

receptores ABA. Por lo tanto, los miembros de la familia RSL1/RFA 

interactúan con los receptores ABA en la membrana plasmática, el citosol y 

el núcleo, dirigiéndolos a su degradación a través de la vía 

endosomal/vacuolar (en el caso de RSL1) o el proteosoma 26S (para RFA1 y 

RFA4). 



 
 

 
 

También proporcionamos información sobre la función fisiológica de estas 

E3 ligasas de tipo RBR, apenas exploradas en plantas. Realizando tanto 

mutagénesis como ensayos bioquímicos para identificar la cisteína 361 

(Cys361) en RFA4 como la Cys del sitio activo, que es una característica 

distintiva de las E3 ligasas de tipo RBR. 

Hemos demostrado mediante análisis de inmunotransferencia del mutante 

con pérdida de función de rfa1rfa4 que los niveles endógenos de los 

receptores de ABA PYR1 y PYL4 aumentan en comparación con las plantas 

de tipo silvestre. Por otro lado, hemos identificado una enzima E2, 

“Ubiquitin Conjugating Enzyme 26” (UBC26), como la enzima nuclear 

canónica E2 que interactúa con la E3 ligasa RFA4 y forma complejos UBC26-

RFA4-Receptor, formando agregados nucleares. También generamos alelos 

ubc26 con pérdida de función que mostraban una mayor sensibilidad a ABA 

y acumulación de receptores ABA en comparación con el tipo silvestre. En 

definitiva, hemos revelado un sofisticado sistema de ubiquitinación de 

receptores ABA en diferentes ubicaciones subcelulares llevado a cabo a 

través de la familia de E3 ligasas RSL1/RFA de tipo RBR. 

Por otro lado, hemos continuado con el estudio bioquímico y genético de los 

diferentes miembros de la familia, iniciado pruebas bioquímicas para 

identificar la S-acilación en el dominio TM de RSL1. Para ello, hemos 

generado RSL1C334S, RSL1 C5S y RSL1C6S mediante mutagénesis, así como 

RSL1ΔTM que presenta una delección del dominio TM. Los estudios iniciales 



 
 

 
 

han demostrado que los residuos de Cys cercanos al dominio TM están S-

acilados. 

Finalmente, también hemos generado nuevos mutantes combinados: 

rsl1rfa1, rsl1rfa5, rfa1rfa5 y rsl1rfa1rfa5 que pueden usarse en trabajos 

futuros para analizar posibles conexiones entre la ubiquitinación del 

receptor de la membrana plasmática mediada por RSL1 y otras proteínas 

RFA de la familia que ubiquitinan a los receptores en otras ubicaciones 

subcelulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

RESUM 

El creixement de les plantes es pot veure afectat per l'estrès abiòtic, per 

exemple, sequera, salinitat o altes temperatures. La transducció de senyals 

d'estrès abiòtic és fonamental per a generar una resposta fisiològica 

adequada, que implica la participació de diferents hormones vegetals, sent 

l'àcid abscísic (ABA) el regulador hormonal crític en la regulació de la 

resposta de la planta a situacions d'estrès per dèficit hídric. 

La ruta de senyalització d'ABA i els components principals de la ruta estan 

ben caracteritzats molecularment i bioquímica. Els receptors “Pyrabactin 

Resistance 1” (PYR)/“PYR1-LIKE” (PYL)/“Regulatory Component of ABA 

Receptor” (RCAR) exerceixen un paper important en la regulació 

quantitativa en resposta a l'estrès tant en llavors com en planta. 

Encara que la funció bioquímica dels receptors PYR/PYL/RCARs d'ABA, està 

ben caracteritzada en els últims anys, es coneix poc sobre altres aspectes 

amb rellevància biològica, com les seues modificacions postraduccionals o la 

regulació de la seua vida mitjana. Un dels avanços recents en aquest camp 

ha sigut el descobriment d'una nova família d'E3 ligases anomenades 

RSL1/RFAs (“RING-finger-ABA-related”) que consta d'almenys 10 membres, 

que són reguladors clau de l'estabilitat dels receptors PYR/PYL/RCAR d'ABA 

en teixits d'arrels i fulles, regulant la seua degradació en diferents ubicacions 

cel·lulars. Un estudi més detallat d'aquesta família gènica va revelar que 

RSL1/RFAs es caracteritzen estructuralment per la presència de tres dominis 



 
 

 
 

RING putatius en tàndem, denominats “RING1-IN BETWEEN RING-RING2” 

(RBR), i en conseqüència pertanyen a la família d'E3 ligases de tipus RBR. 

L'E3 ligasa RSL1 és un membre de la família que es caracteritza per la 

presència d'un domini transmembrana (TM) en el seu extrem C-terminal, 

amb localització en la membrana plasmàtica i interaccions amb els receptors 

en la membrana plasmàtica, sent la ubiquitinació de proteïnes en la 

membrana un senyal d'internalització per a la vía de degradació 

endosomal/vacuolar. Altres cinc membres de la família RSL1/RFA, és a dir, 

RSL1 i RFA6-RFA9, contenen un domini TM en l'extrem C-terminal, la qual 

cosa suggereix que RFA6-RFA9 també es localitzen en la membrana 

plasmàtica. No obstant això, altres membres d'aquesta família d'E3 ligases 

com RFA1-RFA5 manquen del domini TM C-terminal i la seua caracterització 

funcional, així com la seua ubicació cel·lular, encara no ha sigut investigada. 

En aquest estudi vam mostrar que l'E3 ligasa RFA1 es localitza tant en el nucli 

com en el citosol, mentre que RFA4 mostra una localització específica en el 

nucli promovent la degradació nuclear dels receptors ABA. Per tant, els 

membres de la família RSL1/RFA interactuen amb els receptors ABA en la 

membrana plasmàtica, el citosol i el nucli, dirigint-los a la seua degradació a 

través de la vía endosomal/vacuolar (en el cas de RSL1) o el proteosoma 26S 

(per a RFA1 i RFA4). 

També proporcionem informació sobre la funció fisiològica d'aquestes E3 

ligases de tipus RBR, a penes explorades en plantes. Realitzant tant 

mutagènesis com a assajos bioquímics per a identificar la cisteïna 361 



 
 

 
 

(Cys361) en RFA4 com la Cys del lloc actiu, que és una característica distintiva 

de les E3 ligases de tipus RBR. 

Hem demostrat mitjançant una anàlisi d'immuno-transferència del mutant 

amb pèrdua de funció de rfa1rfa4 que els nivells endògens dels receptors 

d'ABA PYR1 i PYL4 augmenten en comparació amb les plantes de tipus 

silvestre. D'altra banda, hem identificat un enzim E2, “Ubiquitin Conjugating 

Enzyme 26” (UBC26), com l'enzim nuclear canònic E2 que interactua amb 

l'E3 ligasa RFA4 i forma complexos UBC26-RFA4-Receptor, formant agregats 

nuclears. També generem al·lels ubc26 amb pèrdua de funció que 

mostraven una major sensibilitat a ABA i acumulació de receptors ABA en 

comparació amb el tipus silvestre. En definitiva, hem revelat un sofisticat 

sistema d'ubiquitinació de receptors ABA en diferents ubicacions 

subcel·lulars dut a terme a través de la família d'E3 ligases RSL1/RFA de tipus 

RBR. 

D'altra banda, hem continuat amb l'estudi bioquímic i genètic dels diferents 

membres de la família, iniciat proves bioquímiques per a identificar la S-

acilació en el domini TM de RSL1. Per a això, hem generat RSL1C334S, RSL1 C5S 

i RSL1C6S mitjançant mutagènesis, així com RSL1ΔTM que presenta una 

delecció del domini TM. Els estudis inicials han demostrat que els residus de 

Cys pròxims al domini TM estan S-acilados. 

Finalment, també hem generat nous mutants combinats: rsl1rfa1, rsl1rfa5, 

rfa1rfa5 i rsl1rfa1rfa5 que poden usar-se en treballs futurs per a analitzar 

possibles connexions entre la ubiquitinació del receptor de la membrana 



 
 

 
 

plasmàtica mitjançant per RSL1 i altres proteïnes RFA de la família que 

ubiquitinen als receptors en altres ubicacions subcel·lulars. 
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Ácido abscísico y componentes 
principales de la ruta de señalización. 

Hoy sabemos que el Ácido abscísico (ABA) es una hormona vegetal asociada 

a respuestas de estrés, tanto biótico como abiótico, y que también participa 

en la regulación del crecimiento y en el desarrollo de las plantas al estar 

implicado en diversos procesos fisiológicos tales como cierre estomático, 

hidrotropismo (Dietrich et al., 2017), embriomorfogénesis, abscisión de 

hojas y maduración de frutos (vía etileno), en la maduración, dormición y 

crecimiento de las semillas, así como, en la síntesis y almacenamiento de 

proteínas y lípidos (Creelman et al., 1987; Ingram & Bartels, 1996; Koornneef 

et al., 1989). A pesar de las numerosas implicaciones que posee el ABA sobre 

diferentes respuestas y procesos en la planta, hasta 2009 no se identificaron 

sus receptores mediante estudios independientes en los laboratorios del Dr. 

Cutler, Dr. Grill, Dr. Rodríguez y Dr. Schroeder. Históricamente, fueron los 

estudios de Hemberg, los que llegaron a la conclusión de que en el agua 

debía de existir una sustancia con carácter inhibitorio, la cual era crítica para 

el mantenimiento de la dormancia de semilla tanto de plantas de patata 

como de Fraxinus (Hemberg, 1949a, 1949b). Años más tarde, en 1963, Philip 

Wareing aisló un inhibidor del crecimiento de plántulas en Acer 

pseudoplatanus al que denominó dormidina (Eagles & Wareing, 1963). 

Trabajos de Frederick Addicott determinaron que, la abscisina II era una 

sustancia que controlaba la abscisión de los frutos del algodón, (Ohkuma et 

al., 1963). El laboratorio de Addicott obtuvo resultados que abalaban que 
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esta sustancia, la abscisina II, promovía la abscisión de hojas en plántulas de 

algodón e inhibía al ácido indolacético. 

Estudios posteriores validaron que la dormidina y la abscisina II se trataban 

realmente del mismo compuesto químico, y se decidió denominarlo ácido 

abscísico (ABA) (Addicott et al., 1968; Cornforth et al., 1965) (Figura 1). 

Aunque en un principio, se pensaba, que la promoción de la abscisión por 

parte del ABA era un efecto indirecto llevado a cabo por los cambios en los 

niveles de etileno (Cracker & Abeles, 1969), estudios recientes demuestran 

que es el ABA quien promueve la 

senescencia foliar independientemente de 

los niveles de etileno (Ogawa et al., 2009; 

Zhao et al., 2016). En las últimas cuatro 

décadas los componentes de la vía 

principal de biosíntesis y de la señalización 

del ABA han sido identificados mediante rastreos genéticos en mutantes 

vivíparos de maíz y de Arabidopsis thaliana, así como en mutantes que 

presentaban insensibilidad al azúcar, sal y desarrollo de la germinación con 

ABA. Uno de los primeros componentes identificados de la ruta de 

señalización fueron las proteínas fosfatasas tipo 2C (PP2C) de clase A, “ABA 

INSENSITIVE1” (ABI1) y ABI2 y los factores centrales de la transcripción como 

ABI3, ABI4 y ABI5 (Finkelstein, 1994; Finkelstein & Lynch, 2000; Giraudat et 

al., 1992; González-Guzmán et al., 2002; Koornneef et al., 1984; Laby et al., 

2000; Leung et al., 1994, 1997; McCarty, 1995; Meyer et al., 1994; Rodriguez 

et al., 1998). Otro componente de la señalización hallado mediante estudios 

Figura 1. Representación de la estructura 
molecular del ABA en 1D. La fórmula representa 
el enantiómero S o + del C1’ asimétrico, el doble 
enlace adyacente al grupo carboxilo está r en 
configuración cis.  
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bioquímicos de activación de protein quinasa en Vicia faba fue la Ser/Thr 

quinasa codificada por el gen AAPK (“ABA ACTIVATED SERINE THREONINE 

PROTEIN KINASE”) que se encuentra en células oclusivas regulando el cierre 

estomático. La mutación puntual de AAPKLys43Ala provoca que esta proteína 

pierda la sensibilidad inducida por ABA al cierre estomático (Li & Assmann, 

1996).  

Los componentes de la ruta que más tardaron en identificarse, debido a la 

redundancia funcional que presentan, fueron los receptores del ABA. No fue 

hasta 2009 cuando el laboratorio del Dr. Sean Cutler y colaboradores, 

realizaron un rastreo de genética química, buscando mutantes insensibles a 

un agonista sintético específico para ciertos receptores de ABA, la 

pirabactina, el resultado de estas investigaciones fue el descubrimiento de  

“Pyrabactin Resistance 1” (PYR1) y 13 genes similares denominados PYR1 

(PYR1-LIKE (PYL)) a los que llamaré en lo sucesivo PYLs (Park et al., 2009). 

Trabajos realizados en el laboratorio del Dr. Erwin Grill permitieron 

descubrir, al mismo tiempo, los genes RCAR (“Regulatory Component 

of ABA Receptor”), mediante la técnica de doble híbrido de levadura, (Ma et 

al., 2009). Igualmente, en el grupo del Dr. Pedro L. Rodríguez, utilizando 

como cebo la proteína HAB1 en un ensayo de doble híbrido, se encontraron 

diferentes interactores de las fosfatasas 2C, entre ellos los receptores 

PYR/PYL/RCAR y subunidades del complejo remodelador de cromatina 

SWI/SNF formado por la ATPasa BRAHMA (Saez et al., 2008; Santiago et al., 

2009a).  
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La función como receptores de ABA de toda la familia de proteínas 

PYR/PYL/RCARs se validó mediante ensayos de transfección de protoplastos 

y reconstrucción del núcleo de señalización del ABA (Fujii & Zhu, 2009), lo 

que unido con las evidencias genéticas y estructurales permitió establecer el 

núcleo de señalización de la hormona (González-Guzmán et al., 2012; 

Melcher et al., 2009; Miao et al., 2018; Miyazono et al., 2009; Nishimura et 

al., 2009; Santiago et al., 2009a, 2009b; Yin et al., 2009; Zhang et al., 2013; 

Zhao et al., 2018).  

Cascada de señalización del ABA.  

Para que la planta responda ejerciendo las diversas funciones activadas por 

la señalización mediada por ABA, éste debe ser primero reconocido por sus 

receptores específicos (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Los receptores se 

unen al ABA formando un complejo ternario junto con las PP2Cs de clase A, 

lo que permite liberar la inhibición de protein quinasas SnRK2s (“SNF1-

related kinases”) (Fujii & Zhu, 2009; Ma et al., 2009; Park et al., 2009; Rubio 

et al., 2009). Por otra parte, las SnRKs se activan por autofosforilación o bien 

pueden sufrir transfosforilación y ser activadas por otras quinasas, por 

ejemplo, las MAKKKs (“Mitogen-Activated Protein Kinase Quinase Kinases”) 

de tipo Raf (“Rapidly Accelerated Fibrosarcoma”) subfamila B2 ,B3 y B4, 

RAF10 y ARK (“Raf Like Kinases”) parecen ser críticas para la activación de 

las SnRK2s y sus posteriores respuestas a estrés y a ABA (Hwang et al., 2018; 

Katsuta et al., 2020; Lee et al., 2015; Lin et al., 2020; Nguyen et al., 2019; 

Saruhashi et al., 2015; Shinozawa et al., 2019; Soma et al., 2020; Stevenson 



  INTRODUCCIÓN 
 

30 
 

et al., 2016; Takahashi et al., 2020). Las SnRK2s regulan múltiples respuestas 

fisiológicas fosforilando a otros sustratos como canales iónicos, factores de 

transcripción y gran cantidad de transportadores (Umezawa et al., 2009; 

Wang et al., 2013). En ausencia de ABA, las SnRK2s se encuentran inhibidas 

por las PP2Cs y de esta forma la señalización de ABA ésta bloqueada. 

Receptores de ABA en Arabidospis. 

En Arabidopsis la familia de receptores PYR/PYL/RCAR, forma parte de una 

superfamilia de proteínas solubles de unión a ligando caracterizada por un 

dominio (“Star-related lipid-transfer”) START con un plegamiento en forma 

de bolsillo hidrofóbico central (Iyer et al., 2001). Es también llamada 

superfamilia BetV1 en reconocimiento a un dominio conservado que se 

identificó en abedul (Betula verrucosa). Está constituida por 14 miembros 

(PYR1/PYL1-13), 13 de los cuales (PYR1/PYL1-12) activan la ruta de 

señalización de ABA a través de la inhibición de las PP2Cs clado A y, por lo 

tanto, de la activación de la cascada a través de la fosforilación de sustratos 

por las SnRK2s (Fujii et al., 2009; Fujii & Zhu, 2009; He et al., 2014; Li et al., 

2013). Por otra parte, PYL13 resulta controvertido, ya que resultados 

iniciales indicando su falta de unión al ABA han sido rebatidos por Fuchs et 

al., (2014). 

De los 14 receptores (Figura 2), PYR1, PYL1 y PYL2 son diméricos en solución 

siendo su afinidad por el ABA menor a la del resto de receptores, 

necesitando mayores concentraciones de esta hormona para su activación. 

Por otra parte, PYL4, PYL5, PYL6, PYL7, PYL8, PYL9 y PYL10 son monoméricos 
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teniendo una alta afinidad por el ABA, lo que les permite unir la hormona 

incluso a bajas concentraciones. Los receptores monoméricos podrían 

interaccionar con las PP2Cs cuando hay bajos niveles de ABA, lo que no es 

posible para los receptores diméricos (Dupeux et al., 2011; Hao et al., 2011). 

 

Mutaciones generadas en PYR1 que afectan a la unión tanto a ABA como a 

las PP2Cs han sido seleccionadas para estudiar la interacción entre PYR1 y 

HAB1. Se generaron al menos 29 mutantes de PYR1 que tienen mutaciones 

localizadas en 10 residuos diferentes (H60, V83, I84, L87, A89, M158, F159, 

T162, L166, y K170) siendo capaces de interactuar con HAB1 en ausencia de 

ABA (Mosquna et al., 2011). Entre estas, las mutaciones V83L e I84K en PYL2 

permiten que se comporte como un PYL monomérico con actividad 

parcialmente independiente de ABA (Hao et al., 2011). También se han 

identificado cambios en PYL7-9 (H60P e I84K), en PYL10 (H60P, V83L e I84K), 

en PYL11 (L166F) y en PYL13 (H60R, V83L, L87F y L166Y) (Figura 3). La 

Figura 2 Árbol filogenético de receptores 
RCAR/PYR1/PYL1 (proteínas de unión a 
ABA) de Arabidopsis. Las proteínas se 
pueden agrupar en tres subfamilias I, II y 
III resaltadas en amarillo, azul y rojo, 
respectivamente. (Adaptada de 
Raghavendra et al., 2010). 
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existencia de estos cambios, así como la de los mutantes estudiados, explica 

parcialmente los diferentes niveles de respuesta de actividad en estados 

basales, siendo más alta para los PYLs monoméricos y PYL13 en ausencia de 

ABA, además de poder dar una explicación sobre los diferentes estados 

oligoméricos de estos PYLs.  

Sí nos basamos en sus propiedades bioquímicas y estructurales y en la 

diversidad de patrones de expresión, lo esperable, es una versatilidad 

funcional entre los distintos miembros de la familia PYR/PYL/RCARs. 

Ejemplos de esta versatilidad se observa en el estudio del mutante simple 

pyr1-1, el cual es insensible a pirabactina en germinación, pero no muestra 

un fenotipo de insensibilidad a ABA porque otros receptores tales como 

PYL4 pueden percibir el ABA e inhibir la germinación. La pirabactina actúa 

como agonista además de en PYR1, en PYL1 o PYL3, siendo más evidente 

esta inhibición en PYR1 debido a que su expresión es mayor en semillas (Park 

Figura 3. Residuos de aminoácidos variables dentro de los bolsillos de unión a ligando de los receptores 
PYR/PYL/RCAR de Arabidopsis thaliana. A la derecha se muestra la representación de los residuos en PYR1. Adaptada 
de Jonathan et al., 2016 
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et al., 2009; Yuan et al., 2010). En la Tabla 1, se muestra un resumen de 

algunos receptores PYLs, así como de las respuestas más relevantes en las 

que participan y han sido identificas en Arabidopsis.  

Tabla 1. Receptores PYL/PYR/RCARs y respuestas asociadas a ABA 

Receptor Respuestas en las que están implicados Referencias 

PYR1 

Muestra insensibilidad a pirabactina, un agonista de 

ABA. Es fundamental para mediar el papel de ABA 

en respuesta a estrés biótico e inmunidad 

Park et al., 2009 

García-Andrade et al., 

2020 

PYL2 Contribuye especialmente al cierre estomático Dittrich et al., 2019 

PYL3 Responde a ácido faseico, un catabolito del ABA Weng et al., 2016. 

PYL4/PYL5 Contribuyen especialmente en respuesta estomática 

inducida por alto CO2 
Dittrich et al., 2019 

PYL8 

Los mutantes de pérdida de función pyl8 son 

insensibles a la inhibición de crecimiento de raíz por 

alto ABA. 

Se estabiliza por ABA 

Antoni et al., 2013 

Zhao et al., 2014 

Belda-Palazon et al., 

2018 

PYL9 Importante papel en senescencia foliar inducida por 

ABA 
Zhao et al., 2019 

Como se ha comentado previamente, la familia de receptores PYLs posee 

redundancia génica. Este hecho, dificulta el estudio individual de los 

distintos receptores, ya que la pérdida de función por mutación simple 

puede tener poco efecto fenotípico, debido a que otros receptores de la 

familia pueden suplir la función del receptor mutado. Por ello, se han 

generado diversos mutantes múltiples para examinar el efecto del bloqueo 

de la señalización del ABA. Estos mutantes múltiples de pérdida de función 

se han generado y estudiado en diversos trabajos, permitiendo obtener 

información sobre la relación entre la combinación de los diferentes 

receptores con el grado de insensibilidad a ABA observado como resultado 
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de la combinación de los receptores afectados (Tabla 2). De esta forma se 

observa que, a mayor número de receptores afectados el grado de 

insensibilidad es mayor. También se determinó, gracias a estos trabajos, 

cómo la pérdida de función de determinados receptores (PYR1, PYL1,8) es 

más importante para observar diferencias fenotípicas frente a otros 

receptores (PYL3,7,9,11,12).  

Tabla 2. Mutantes múltiples PYR/PYL/RCARs y grado de insensibilidad asociada a ABA donde un punto indica que es 
insensible a [ABA]  ≤0.5 µM, 2 puntos que es insensible a [ABA] ≤3µM, 3 puntos indica que es insensible a [ABA]>50 
µM en germinación.  

Mutante PYR/PYLs 

Grado de 

insensibilidad 

a ABA  

Observaciones  Referencias  

Doble 613  

Interviene en respuestas 

de germinación mediada 

por ABA  

Fuchs et al., 2014 

Cuádruple 1124   

Muestra insensibilidad a 

ABA, aunque todavía hay 

respuesta a la hormona  

Park et al., 2009 

Quíntuple 3791112 - 

No se encontró diferencia 

con el silvestre en 

respuesta a ABA  

Zhao et al., 2018  

  Séxtuple112458   

Prácticamente ciego a la 

hormona. Muestra 

defectos en crecimiento, 

desarrollo y producción 

de semillas  

González-Guzmán et al., 

2012 

Séptuples 1124578/ 

1124589  

Son insensibles a la 

inhibición de formación 

de raíces laterales en 

respuesta a ABA  

Orman-Ligeza et al., 

2018 

Dodecacuple  

112345789101112 

 

Muestra defectos en 

crecimiento, desarrollo de 

flores, producción de 

semillas, cierre 

estomático, senescencia 

de hojas, y regulación 

global de la expresión 

génica.  

Zhao et al., 2018 
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Proteínas fosfatasas en Arabidopsis. 

La regulación mediante la fosforilación y desfosforilación de proteínas es 

fundamental para mantener el balance apropiado para control de 

crecimiento mediado por ABA dependiendo de las condiciones ambientales 

en las que se desarrolla la planta (Shi et al., 2018; Yang & Guo, 2018; Zhu, 

2016). Las proteínas fosfatasas (PPs) tienen actividad de fosforilación de 

otras proteínas en residuos de Serina/Treonina (Ser/Thr fosfatasas). 

Además, dependiendo de la especificidad de sustrato pueden tener 

actividad tirosina(Tyr) fosfatasa y defosforilación dual (Luan, 2003). 

Las PPs se subdividen en los siguientes grupos principales dependiendo de 

la presencia de subunidades regulatorias (además de catalíticas) y la 

necesidad de cationes metálicos que necesitan para ejercer su acción 

(Cohen, 1989; Das et al., 1996). Las de Tipo1 o protein fosfatasa 1 (PP1) que 

actúan desfosforilando la subunidad β de la fosforilasa quinasa (PHK). Las de 

Tipo2 o protein fosfatasa 2A (PP2A) que desfosforilan la subunidad α de las 

PHK, y no necesitan la presencia de cationes metálicos para ejercer su 

acción, las PP2A están formadas por tres subunidades A, B y C, siendo la 

subunidad C, la subunidad catalítica que forma complejo con A dando lugar 

al núcleo de esta holoenzima, a ambas se une la subunidad B que actúa 

regulando al complejo anterior. Además, las PP2A, presentan una mayor 

sensibilidad al ácido okadaico (siendo una característica distintiva del resto 

de PPs) (Luan, 2003). Las de Tipo2B (PP2B) necesitan la presencia de cationes 
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Ca+2/Calmodulina para ejercer su acción (no existen en plantas) y por último 

las de Tipo2C (PP2C) que son Mg+2 dependientes. 

La familia de fosfatasas PP2Cs está constituida por 76 proteínas clasificadas 

en 10 clases de la A-J en función del dominio catalítico (Schweighofer et al., 

2004). En la Figura 4 mostramos el grupo A, el cual está implicado en la 

señalización del ABA.  

Para una revisión sobre otras funciones asociadas al resto de grupos de 

proteínas PP2C, véase Fuchs et al., (2013). El extremo N-terminal de las 

PP2Cs de clase A presenta baja similitud de secuencia y longitud variable, y 

está intrínsecamente desordenado, por lo que se puede pensar que es la 

parte de la proteína que se une a sustratos, segundos mensajeros u otras 

proteínas reguladoras (Meinhard et al., 2002; Rodriguez et al., 1998).  

Estas PP2Cs de clase A se localizan subcelularmente tanto en el citoplasma 

como en el núcleo (Fujita et al., 2009). Bajo condiciones de estrés hídrico los 

PYLs forman un complejo ternario (receptor-ABA-fosfatasa) junto a las 

PP2Cs de clase A, lo que libera la inhibición de las SnRK2s, permitiendo la 

activación de la respuesta a estrés (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). El 

análisis de mutantes de pérdida de función en las PP2Cs ha permitido 

Figura 4.  Árbol filogenético de la subfamilia PP2Cs de clase A, en función de la similitud de aminoácidos en su 
dominio catalítico. Adaptada de Regina et al, 2011. 
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dilucidar funciones específicas o redundantes en cada una de ellas dentro de 

su participación en la ruta de señalización del ABA (Kuhn et al., 2006; 

Leonhardt et al., 2004; Nishimura et al., 2007; Rubio et al., 2009; Saez et al., 

2004, 2006; Yoshida et al., 2006). La caracterización de mutantes simples 

con pérdida de función de ABI1, HAB1 y PP2CA, revelan fenotipos 

hipersensibles a la hormona en procesos de germinación, crecimiento, cierre 

estomático y expresión de genes sensibles a ABA. Esto sugiere que son 

reguladores clave de la señalización de ABA tanto en semillas como en 

tejidos de plantas (Kuhn et al., 2006; Leonhardt et al., 2004; Saez et al., 2004, 

2006; Yoshida et al., 2006). La caracterización del mutante doble hab1-1 

abi1-2 que produce una respuesta más fuerte de hipersensibilidad a ABA 

que los mutantes simples por separado, nos lleva a pensar en una 

redundancia funcional de ambas fosfatasas, (Saez et al., 2006). Del mismo 

modo, el doble mutante ahg1-1 ahg3-1 también exhibe un fenotipo de 

hipersensibilidad más fuerte. Se pueden observar diferencias, como la 

eficiencia de la germinación o la latencia de las semillas, cuando se analizan 

los mutantes individuales por separado (Kuhn et al., 2006; Nishimura et al., 

2007; Saez et al., 2004). 

Las PP2Cs de clase E, denominadas “clade-E growth-regulating” (EGR) 1/2/3  

suprimen parcialmente el crecimiento de las plantas a través de la 

desfosforilación del residuo Ser670 de proteínas MASP1 (“Mannose-

Associated Serine Protease 1”) asociadas a microtúbulos, desestabilizando 

los microtúbulos que se requieren para niveles apropiados de crecimiento 

bajo estrés osmótico (Bhaskara et al., 2017). Recientemente se ha 
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descubierto que, en ausencia de estrés por frío, EGR2 está localizada en 

membrana plasmática debido a su N-miristoilación, lo que permite 

interaccionar con e inhibir OST1 (Ding et al., 2019). En cambio, el frío 

suprime la N-miristoilación de EGR2, lo que evita su interacción con OST1 y 

libera a la quinasa para mediar la respuesta a frío.  

Familia Protein Kinasa 2 relacionada con 
SNF1 (SnRK2) en Arabidopsis.  

En Arabidopsis existen 38 protein quinasas que están relacionadas con SNF1 

(“Sucrose non-fermenting-1”) de levadura y se denominan SnRKs. Las SnRKs 

tienen un tamaño promedio de aproximadamente 40 kDa y presentan como 

característica distintiva la presencia de aminoácidos ácidos en su dominio C-

terminal (Halford et al., 2000). Se clasifican en base a la similitud estructural 

y de secuencia, en tres subgrupos: SnRK1 (3 miembros), SnRK2 (10 

miembros, calcio independientes) y SnRK3 (26 miembros, calcio 

dependientes, también conocidas como CIPKs) (Hrabak et al., 2003).. En 

Arabidopsis encontramos 10 genes SnRK2s designados como SnRK2.1-10 

(Hrabak et al., 2003) de los que tres de ellos son fuertemente activados por 

ABA, SnRK2.2 (también llamado SRK2D), SnRK2.3 (SRK2I) y SnRK2.6/OST1 

(SRK2E) (Boudsocq et al., 2004). AtOST1 (SnRK2.6/SRK2E) se seleccionó de 

entre una muestra de mutantes que mostraban una capacidad reducida de 

cierre estomático frente al de tipo silvestre, en respuesta a estrés por sequía 

(Mustilli et al., 2002; R. Yoshida et al., 2002). El análisis de OST1/SnRK2.6 con 

quinasas estrechamente relacionadas, SnRK2.2 y SnRK2.3, proporcionaron la 
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evidencia del importante papel que desempeñan esta familia de SnRK2s en 

la mediación de la señalización de ABA durante las distintas etapas del 

desarrollo de la planta, así como en la regulación de la expresión de genes 

en respuesta a esta hormona (Fujii et al., 2007). Debido a la redundancia 

funcional entre SnRK2.2 y SnRK2.3, los mutantes simples no tenían un 

fenotipo claro de respuesta a ABA, pero el doble mutante snrk2.2 snrk2.3 

mostró un fenotipo fuertemente insensible a ABA en latencia de semillas, 

germinación e inhibición del crecimiento radicular, así como disminución de 

genes inducibles por ABA. Por ejemplo, las semillas de dobles mutantes 

snrk2.2 snrk2.3 pudieron germinar después de dos días de siembra sin el 

tratamiento de estratificación y en etapas posteriores fueron capaces de 

continuar su desarrollo de raíz incluso a concentraciones de 50 µM ABA en 

las cuales los mutantes simples y semillas de tipo silvestre no podían crecer 

(Fujii et al., 2007). Sin embargo, presentó una escasa pérdida de agua en 

hoja en comparación con el tipo silvestre (Fujii et al., 2007; Fujii & Zhu, 2009). 

El análisis del triple mutante recesivo snrk2.2/snrk2.3/snrk2.6 mostraba 

fenotipos de insensibilidad extrema en ABA, lo que hace suponer que estas 

SnRK2s son reguladores positivos centrales en la señalización ABA (Fujii & 

Zhu, 2009; Fujita et al., 2009). Tres estudios fosfoproteómicos han 

identificado posibles sustratos de SnRK2 in vivo, (Kline et al., 2010; Umezawa 

et al., 2009; Wang et al., 2013). Estos estudios confirman que los factores de 

transcripción AREB/ABF son los principales sustratos de las SnRKs. Además 

de SnRK2, se han identificado quinasas de tipo 1 relacionadas con SNF1 

(SnRK1) asociadas a PP2Cs de clase A (Rodrigues et al., 2013). SnRK1s 
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(SnRK1.1 (KIN10)/1.2 (KIN11)/1.3) en Arabidopsis. Estas quinasas son 

también reguladores centrales que vinculan el crecimiento y el desarrollo 

con los nutrientes y estado de energía del carbono (Robaglia et al., 2012; 

Smeekens et al., 2010). De este modo, la quinasa TOR (“Target Of 

Rapamycin”) aumenta su actividad en planta en respuesta a los altos niveles 

de azúcar (Deprost et al., 2007), mientras que la actividad de SnRK1 aumenta 

dramáticamente durante un déficit de azúcar (Baena-González, 2010). 

También existe evidencia molecular, genética y fisiológica para el papel de 

dos PP2Cs de clase A, ABI1 y PP2CA (AHG3), como reguladores negativos de 

la señalización de SnRK1 en Arabidopsis a través de su interacción directa 

con la subunidad catalítica α SnRK1, su desfosforilación e inactivación 

posterior (Rodrigues et al., 2013). En consecuencia, la represión SnRK1 se 

observa en mutantes dobles y cuádruples de pérdida de función de las 

PP2Cs, provocando hipersensibilidad al azúcar durante el desarrollo 

temprano de las plántulas de manera similar a la sobreexpresión de SnRK1. 

Factores de transcripción implicados en la 
respuesta a ABA. 

Los factores de transcripción (TFs) son proteínas que se unen a secuencias 

específicas de ADN regulando la expresión génica. Genes que son inducidos 

por ABA se unen a elementos sensibles en su secuencia promotora ABRE 

(PyACGTGG/TC), y las proteínas de unión a ABRE son reconocidas por 

factores de transcripción que reciben el nombre de “ABRE binding factors” 

(ABFs) (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000).  
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Los ABF forman parte de una familia de 9 miembros en Arabidopsis, 

denominados factores de transcripción bZIP, de los cuales ABF2, ABF3 y 

ABF4 son altamente inducibles por ABA y estrés osmótico en tejidos 

vegetativos (Choi et al., 2000; Fujita et al., 2005; Uno et al., 2000; Takuya 

Yoshida et al., 2010). Experimentos en plantas con el mutante cuádruple 

abf1 abf2 abf3 abf4 muestran que estos TFs controlan la mayor parte de 

respuesta génica posterior a ABA (Yoshida et al., 2015). Experimentos con el 

mutante simple abi5 mostraron su papel clave como un regulador positivo 

de la señalización ABA durante el desarrollo de la semilla, maduración, 

germinación y crecimiento precoz de plántulas (Lopez-Molina et al., 2001, 

2002; Lopez-Molina & Chua, 2000). Además, la expresión de ABI5 se reduce 

drásticamente en mutantes triples de las quinasas, lo que sugiere una 

regulación similar de los ABF (Nakashima et al., 2009).Hay otras regiones 

reguladoras que son reconocidas por otros TFs relacionados con ABA, como 

los elementos de respuesta a la sequía “dehydration responsive element 

binding protein” (DRE) que son reconocidos por la familia de TFs que 

incluyen a ABI4 y “APETALA2” (AP2) (Finkelstein et al., 1998). Las plantas del 

mutante simple abi4 son insensibles a ABA (Söderman et al., 2000). El TF 

ABI4 es versátil ya que interviene en la regulación de respuestas en 

numerosas vías, integra la señalización redox de sacarosa, ABA y jasmonato 

(JA) (Arenas-Huertero et al., 2000; Kerchev et al., 2011), y modula la 

ramificación de raíz en presencia de nitrato (Signora et al., 2001). ABI3 es 

otro TF involucrado en la señalización de ABA. Pertenece a la familia B3 que 

reconoce regiones ABRE de una manera dependiente de ABA y regiones 
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RY/Sph de manera independiente (Ezcurra et al., 2000). Los TFs ABI3, ABI4 y 

ABI5 se coexpresan durante la maduración y germinación de semillas. Sin 

embargo, después de estas etapas, los niveles de estos TFs disminuyen 

(Finkelstein et al., 2011). Otros TFs involucrados son WRKY40 (Shang et al., 

2010) y WRKY63 (Ren et al., 2010) de la familia WRKY que reconoce 

secuencias de W-box, o MYC2 y MYB2 relacionadas con bHLH (Abe et al., 

2003). Otros TFs adicionales que juegan papeles cruciales en respuesta a la 

señalización ABA en plantas son los TFs NAC (He et al., 2016) como SNAC-1, 

que está involucrado en respuesta a la sequía en O. sativa (Li et al., 2019b) 

o TFs NF-Y (Wang et al., 2019), como NF-YC9, que interactúa con ABI5 y 

facilita su función en Arabidopsis (Bi et al., 2017) (Figura 5). 
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Figura 5. Modelo esquemático de la regulación transcripcional de diferentes TF que juegan papeles clave en estrés 
hídrico en plantas. El complejo PP2C-PYR/PYL/RCAR regula positivamente la vía AREB/ABF-SnRK2. Los SnRK2 
modulan otros TF aguas abajo, incluidos AREB/ABF, FBH3/AKS1 y SNS1 durante el estrés, así como la maduración 
de la semilla. Los TF de AREB/ABF fosforilados, AREB1, AREB2, ABF3 y ABF1 se unen a la región promotora de genes 
diana y activan su expresión en respuesta al estrés hídrico. GRF7 suprime la expresión de DREB2A, que es un TF 
clave en la expresión génica independiente de ABA. Las líneas discontinuas indican posibles roles. PP2C-
PYR/PYL/RCAR, resistencia a la pirabactina1/componentes similares a PYR1/reguladores de los receptores ABA; 
PP2C, proteína fosfatasa 2C; CE, elemento de acoplamiento; GTE, elemento cis dirigido a GRF7; HSE, elemento de 
choque térmico; TF, factores de transcripción. (Joshi et al., 2016) 
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Regulación de los componentes 
principales de la ruta de señalización de 
ABA en Arabidopsis: modificaciones post-
traduccionales.  

En un principio los estudios de los componentes principales de la ruta de 

señalización de ABA estaban encaminados al conocimiento detallado de sus 

mecanismos genéticos, moleculares y bioquímicos (González-Guzmán et al., 

2012; Ma et al., 2009; Miao et al., 2018; Nishimura et al., 2009; Park et al., 

2009; Santiago, Dupeux, et al., 2009; Santiago et al., 2009b; P. Yin et al., 

2009; Zhang et al., 2015a; Zhao et al., 2018). Más recientemente se 

emprende un nuevo camino en busca de los factores que regulan la “vida 

media” de los componentes de la ruta de señalización de ABA. La 

concentración celular de cada clase de proteína es consecuencia del 

equilibrio entre su síntesis y su degradación. El recambio proteico protege 

también a las células de la acumulación de proteínas anómalas. Numerosos 

procesos fisiológicos dependen tanto de las reacciones de síntesis como de 

degradación oportunas. Un ejemplo destacado es el control del ciclo celular 

eucariota. Las fases del ciclo celular están reguladas mediante las etapas de 

síntesis y degradación. En los últimos años se ha realizado un gran avance en 

la determinación de los mecanismos que controlan el recambio proteico 

derivado de esos ciclos de síntesis y degradación. Las proteínas se degradan 

mediante enzimas proteolíticas que se encuentran distribuidas por toda la 
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célula. La ubiquitinación de proteínas se puede encajar dentro del proceso 

de mantenimiento basal debido a un sistema de marcaje de proteínas a 

través de moléculas de Ubiquitina (Ub). Mediante este sistema, se reciclan 

las proteínas dirigiéndolas hacia degradación por dos vías alternativas, la vía 

del proteosoma 26S o la vía endosómica (Yu & Xie, 2017). Junto a este 

mecanismo principal mediado por Ub, también se han descrito la 

participación de otras modificaciones post-traduccionales (MPTs) tales 

como la fosforilación, nitración y S-nitrosilación que participan en el 

mantenimiento de los niveles basales de proteínas y que también han sido 

descritos para los principales componentes de la vía de señalización del ABA 

(Castillo et al., 2015; Wang et al., 2018; Yu & Xie, 2017). 

Modificaciones post-traduccionales vía 
proteosoma 26S. 

La degradación de proteínas por la vía del proteosoma 26S es una MPT de 

carácter reversible. Esta MPT se basa en la unión de moléculas de Ub sobre 

determinados residuos de proteínas diana que provoca su identificación y 

reconocimiento por el sistema proteosoma 26S. 

Este sistema de ubiquitinación de proteínas fue descrito por el grupo del Dr. 

Ciechanover, cuyo descubrimiento le hizo ser merecedor de un premio 

Nobel en Química en 2004.  
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El sistema ubiquitina en Arabidopsis  

Aproximadamente el 6% del genoma de Arabidopsis thaliana codifica 

elementos que constituyen el sistema ubiquitina del proteosoma 26S (UPS). 

Se trata, por lo tanto, de un sistema extremadamente grande y complejo. 

Numerosos datos en los últimos años relacionan sus funciones como 

reguladores intracelulares, en la señalización de hormonas, en regulación de 

la estructura y transcripción de la cromatina, en la adaptación de la 

morfogénesis, en respuestas a desafíos ambientales y también interviene en 

auto-reconocimiento y lucha contra patógenos (Vierstra, 2009). 

El UPS implica una intrincada constelación de enzimas y complejos 

enzimáticos dependiente de ATP, entre los que destacan la propia Ub; la 

enzima activadora de Ub (E1); la enzima conjugadora de Ub (E2); enzimas 

ubiquitin ligasas (E3), que conjugan ubiquitina a sustratos específicos; y el 

proteosoma 26S formado a su vez por un complejo enzimático que consta 

del proteosoma 20S, el cual contiene los lugares activos de proteólisis, y dos 

partículas reguladoras 19S compuestas por varias subunidades, designadas 

como RPT (“regulatory particle triple A-ATPase”) (Rubin et al., 1998). Estas 

partículas reguladoras son las encargadas de reconocer las proteínas 

poliubiquitinadas, puesto que para que una proteína diana se degrade a 

través del proteosoma parece ser requisito fundamental que esté marcada 

con al menos 4 moléculas de ubiquitina, que se ensamblan, principalmente, 

a partir de K48 (Wilkinson et al., 2000, Smalle & Vierstra, 2004). 

Posteriormente, la Ub unida a estos sustratos es escindida por proteínas 
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desubiquitinantes (DUB) (Clague et al., 2013) y reciclada. Los sustratos 

modificados por Ub también son susceptibles de sufrir reciclaje. 

El UPS, puede a su vez ser bloqueado mediante el uso de distintos 

inhibidores como, por ejemplo, la Ub-aldehído que actúa bloqueando a las 

enzimas desubiquitinasas de las proteínas reguladoras, produciendo como 

consecuencia directa la acumulación de proteínas poli-ubiquitinadas. Otros 

inhibidores como, MG132, MG115 y la epoxomicina, producen una 

acumulación de las proteínas diana, al bloquear las actividades proteolíticas 

llevadas a cabo por el proteosoma. 

La proteína Ubiquitina  

El nombre de ubiquitina viene dado por el significado del adjetivo ubicuo 

(existente o estar en todas partes al mismo tiempo; continuamente 

encontrado…). La ubiquitina se trata de un polipéptido de 76 aminoácidos 

altamente conservado con modificaciones tan sólo en 2 ó 3 residuos de 

aminoácidos, que se encuentra en eucariotas (animales, plantas y hongos) 

pero no en procariotas (Callis & Vierstra, 1989).  

En relación a su estructura se trata de una proteína de plegamiento 

comprimido β, que consta de 3,5 vueltas de una hélice α anfipática y una 

hélice corta con una lámina β de cinco cadenas con siete vueltas inversas 

(Vijay-Kumar et al, 1987). Posee un gran núcleo hidrofóbico y un extenso 

enlace de hidrógeno que le confieren estabilidad estructural. En condiciones 

normales, cuando se fracciona mediante sistemas SDS-PAGE esta proteína 

de 8,5 kDa migra con un peso molecular de 5,5 KDa, inusual para una 
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proteína hidrofóbica (Ciechanover et al., 1980), que podría estar relacionado 

por sus propiedades termoestables. El extremo amino posee una cadena β 

en la que el azufre de la metionina 1 (M1) está unido al nitrógeno del residuo 

63 del esqueleto por un puente de hidrógeno, produciendo rigidez. Los dos 

residuos carboxi terminales no se visualizan en las estructuras cristalinas, 

indicando flexibilidad, o bien reflejando probablemente el requisito de 

minimizar el impedimento estérico tras la unión covalente del extremo C-

terminal a otras proteínas. 

El alto grado de conservación de la secuencia de ubiquitina podría explicarse 

por las múltiples funciones en las que se encuentra envuelta. 

Principales dominios funcionales de Ubiquitina 

1. Interacciona con otras proteínas adoptando diferentes 

conformaciones a través de la Leu8 (situada en el primer bucle) 

(Lange et al., 2008). 

2. El denominado parche hidrofóbico constituido por Ile44, Leu8, 

Val70 e His68, interactúa con el proteosoma mediante la Ile44, así 

como, con otras proteínas que se unen a ubiquitina. 

3. La región formada por los residuos situados alrededor de Phe4, 

incluidos los residuos Thr12 y Gln2, interactúa con el dominio DUB 

de proteasas de Ub a través de Phe4 (Hu et al., 2002).  

Aunque podrían existir interacciones adicionales que no sean tan esenciales, 

aún no se han descubierto. Lo que sí se sabe, es que existen múltiples 
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superficies y conformaciones de ubiquitina que proporcionan diversas 

interacciones, dando lugar a los diferentes resultados (Figura 6). 

 

Figura 6. Representación de dominios funcionales de Ubiquitina. Se muestran los residuos de aminoácidos más 
importantes de los distintos dominios. Adaptada de Komander & Rape 2012.  

Unión de la ubiquitina al sustrato 

El carbono terminal de la ubiquitina puede unirse por una única modificación 

de la proteína a su sustrato (monoubiquitinacion), por modificación de una 

ubiquitina en múltiples sitios de un mismo sustrato (multi-

monoubiquitination), o bien, covalentemente a otra ubiquitina a través de 

uno de los siete grupos lisilo ε-amino o su grupo amino N-terminal, 

formando cadenas de ubiquitina (poliubiquitinación).  

Además del número de moléculas de Ub unidas al sustrato, también 

podemos diferenciar distintos tipos de cadenas en función de que los 

enlaces Ub-Ub formen conformaciones distintas. De esta forma podemos 

distinguir conformaciones homotípicas en las que las cadenas de ubiquitina 
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comprenden un sólo tipo de enlace, es decir, las distintas Ub que forman las 

cadenas se unen mediante el mismo residuo de Lys para crear la cadena; y 

heterotípicas en las que las cadenas de Ub contienen enlaces mixtos dentro 

del mismo polímero pudiendo incluso ramificarse in vivo, encontrándose 

cadenas de Ub con enlaces mediante diferentes residuos de Lys (Meyer & 

Rape, 2014) (Figura 7). 

 

Figura 7. Conjugación de ubiquitina. Una sola molécula (mono-ubiquitinación) o múltiples (multimono-ubiquitina) 
pueden unirse al sustrato. Las cadenas pueden ser homogéneas   ligadas a único residuo o bien a K48 o a K63, 
cuando están unidas a diferentes sitios aceptores en una sola molécula de ubiquitina se denominan heterogéneas. 
Los diferentes enlaces de ubiquitina varían en estructura y, por lo tanto, reclutan a otras proteínas asociadas que, 
interactúan para producir señales únicas aguas abajo. Adaptada de Buetow & Huang, 2016. 

Las moléculas de ubiquitina también pueden modificarse por medio de 

diversos tipos de modificaciones post-traduccionales, incluida la acetilación 

(Ohtake et al., 2015) y la fosforilación (Kane et al., 2014; Kazlauskaite et al., 

2014; Koyano et al., 2014; Ordureau et al., 2014; Swaney et al., 2015). Estas 

MPTs representan una capa adicional de regulación de la señalización y/o 

diversificación de la ubiquitina (Herhaus & Dikic, 2015). Durante muchos 



  INTRODUCCIÓN 
 

51 
 

años, la investigación de ubiquitina se limitó a los polímeros más abundantes 

in vivo de K48 y K63. Pero gracias a las nuevas tecnologías, a finales del 2000 

fue posible la realización de estudios más detallados sobre cadenas de 

ubiquitina en otros residuos atípicos como K11 y Met1, encontrando que 

ejercían su papel en el control del ciclo celular humano y la señalización de 

citosina, respectivamente (Shimizu et al., 2015; Wickliffe et al., 2011). Otros 

residuos de unión de ubiquitina son K33, K6 y K29 (Kim et al., 2013; Maor et 

al., 2007). El residuo K27 es una lisina no superficial que está expuesta (Kim 

et al., 2013) de la que aún en Arabidopsis no se tienen datos, pero se han 

identificado enlaces Ub-Ub a través de K27 en células de levadura y 

mamíferos (Meierhofer et al., 2008; Xu et al., 2009), gracias a cambios 

conformacionales que permiten la exposición de este residuo. Las cadenas 

lineales de Ub (unidas a través del grupo α-NH2) no se vieron en los estudios 

proteómicos de ubiquitina en Arabidopsis, ya que utilizan un conjunto 

distinto de proteínas que interactúan aguas abajo que "interpretan" las 

diversas señales de Ub, indicando este hecho que, el patrón de 

ubiquitinación dicta eventos posteriores. La poliubiquitinación, 

especialmente ligada a K48, promueve la degradación vía proteosoma 26S, 

mientras que la monoubiquitinación promueve la internalización de 

proteínas de membrana plasmática. La poliubiquitinación ligada a K63 

puede promover el tráfico vía endosomal, así la presencia de Ubs unidas en 

K63 presentan mayor avidez a adaptadores de unión a Ub que aumentan las 

tasas de endocitosis (Galan & Haguenauer-Tsapis, 1997; Paiva et al., 2009; 

Romero-Barrios & Vert, 2018; Sato et al., 2009; Sims et al., 2009; Yu & Xie, 
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2017). Aunque una única Ub es suficiente para activar el reconocimiento por 

parte de adaptadores de internalización endocíticos similares a Epsin/Eps15 

que interactúan con clatrina (Haglund et al., 2003; Shih et al., 2000; Shih et 

al, 2002). Una vez se produce la internalización de proteínas ubiquitinadas, 

éstas son sometidas a reciclaje, pudiendo producirse desubiquitinación, o 

bien, proceder hacia la degradación por medio de la vía lisosomal/vacuolar. 

La ubiquitinación/desubiquitinación es un proceso clave para el tráfico 

intracelular (Tanno & Komada, 2013; Tian & Xie, 2013). 

Otro de los objetivos con el que se pretende ahondar en el conocimiento es 

mediante el estudio del funcionamiento del sistema más allá de las cadenas 

de poliubiquitinación o de las vías de degradación, es decir, la identificación 

de proteínas susceptibles de ubiquitinación, así como los sitios de 

ubiquitinación dentro de ellas. Para intentar arrojar luz en esta materia, se 

han llevado a cabo análisis proteómicos cuyos resultados han sido la 

identificación de una serie de proteínas sustrato del sistema ubiquitina (Kim 

et al., 2013; Manzano et al., 2008; Maor et al., 2007; Saracco et al., 2009). 

Hasta el momento, se ha conseguido revelar 216 sitios de ubiquitinación 

distintos, permitiendo la identificación de secuencias consenso conservadas 

que permiten predecir los residuos de lisilo susceptibles de ser los residuos 

de unión de la ubiquitina (Kim et al., 2013). 

En Arabidopsis existen doce genes que codifican ubiquitina. El primero que 

fue identificado es el gen UBQ1 (At3g52590), también llamado “Early 

Responsive to Dehydration” (ERD16) ya que fue aislado como un ARN 
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mensajero (ARNm) inducido en hojas después de 1 hora de tratamiento de 

sequía (Kiyosue et al., 1994). Otro de los genes UBQ2 (At2g36170), codifica 

la misma fusión de polipéptidos de ubiquitina. De los genes de 

poliubiquitina, el que tiene una mayor expresión constitutiva es UBQ10 (Sun 

& Callis, 1997), siendo su expresión hasta cuatro veces mayor que el resto 

de genes de ubiquitina (en el 98% de las muestras, según datos de 

www.genevestigator.com) (Zimmermann et al, 2004). El promotor de 

UBQ10 se ha incorporado a los vectores de expresión de plantas para la 

expresión constitutiva de genes (Chen et al., 2011; Grefen et al., 2010) y se 

considera más o menos equivalente en expresión al promotor 35S en 

Arabidopsis (Norris et al., 1993). 

Mecanismos de conjugación de ubiquitina 

El proceso de unión de Ub, conlleva una cascada ordenada en tres pasos 

secuenciales (Figura 8). Paso 1 interviene la enzima llamada “enzima 

activadora” de ubiquitina (E1). En Arabidopsis, la E1 interviene en un 

proceso dependiente de ATP. El AMP generado tras la ruptura, se liga al 

carboxilo terminal de la ubiquitina, formando un adenilato de ubiquitina que 

permanece unido de forma no covalente a E1 y libera pirofosfato. Paso 2, la 

ubiquitina se transfiere a un residuo cisteína del sitio activo, de E1 

intercambiando el enlace anhídrido de acil fosfato de alta energía con AMP 

mediante un enlace tioéster. Posteriormente el AMP se libera. Por último, 

mientras una ubiquitina permanece unida formando el enlace tioéster a E1, 

se forma otro adenilato de ubiquitina, que llena el sitio de unión de adenilato 
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de ubiquitina que queda vacante después del paso dos. El Paso 3 no es 

necesario para la activación de la ubiquitina, pero en condiciones 

fisiológicas, principalmente existe E1 como un complejo ternario de ATP, 

ubiquitina y E1∼ubiquitina (Haas & Rose, 1982; Haas et al., 1983) 

 La actividad E1 está codificada en 

Arabidopsis por dos genes 

relacionados, “UBIQUITIN 

ACTIVATING 1” (UBA1, At2g30110) y 

UBA2 (At5g06460) (Hatfield et al., 

1997). Tanto UBA1 como UBA2 

activan la ubiquitina y la transfieren 

a varias E2 diferentes con la misma 

eficacia en ensayos in vitro (Hatfield 

et al., 1997). Por último, las 

encargadas de transferir la 

ubiquitina al sustrato son las E3 

ligasas. Son los elementos más 

abundantes y diversos en la 

maquinaria de ubiquitinación.  

El genoma de Arabidopsis contiene 

más de 1400 genes que codifican 

distintas E3s, ya sean E3 ligasas 

monoméricas o E3 ligasas formadas por múltiples subunidades 

Figura 8. Esquema de activación y transferencia de Ub. Se 
muestran la participación sucesiva de las distintas 
enzimas (E1, E2 y E3) implicadas en el transporte y unión 
de Ub hasta la proteína diana. 
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denominadas también multiméricas (Figura 9). A través de su interacción, 

permiten la unión y ubiquitinación de dianas específicas (Mazzucotelli et al., 

2006). 

 

Las proteínas E2 (UBCs)  

Las E2 o UBCs (“Ubiquitin Conjugating Enzymes”) presentan un residuo de 

Cys que acepta la Ub unida a las E1 y posteriormente la transfiere a la 

proteína diana (ayudada por una E3) o bien a un residuo de Cys de E3 ligasas 

(de los de tipo HECT o RBR) siendo estas E3 las que finalmente transfieren la 

Ub al sustrato. Los E2 contienen una región conservada para Ub de 

aproximadamente 140 a 200 aminoácidos llamada dominio UBC. El residuo 

de cisteína requerido para la formación de tioéster está contenido dentro de 

esta región. Las E2 de Arabidopsis poseen siete proteínas con una variación 

de la enzima E2 denominados E2v o AtUEVs que carecen del residuo de 

cisteína del sitio activo. UEV modula la actividad E2 para catalizar la 

formación de tipos específicos de enlaces o longitud de la cadena (Andersen 

et al., 2005). Se han descrito 37 proteínas E2 en Arabidopsis, en este punto 

la pregunta que subyace es si sólo se conocen dos E1, cómo es posible que 

Figura 9. Representación de la cantidad proporcional de enzimas E1, E2 y E3 encargadas de realizar el proceso 
de ubiquitinación en Arabidopsis. 
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hayan 37 E2. La respuesta más sencilla es pensar que las múltiples E2 tienen 

funciones bioquímicas especializadas. Análisis filogenéticos realizados entre 

E2 de varias especies indican que hay siete familias de enzimas E2 en todas 

las eucariotas, pero en Arabidopsis y humanos, existen unas siete familias 

adicionales, por lo que su subconjunto es de 14 “tipos” (Michelle et al., 2009) 

(Figura 10).   

No parece que hallan subfamilias específicas de plantas, aunque algunas 

subfamilias de E2 de Arabidopsis pueden tener funciones especializadas, 

como en la subfamilia XI (UBC23-26; At2g16920, At2g33770, At3g15355, 

Figura 10. Análisis filogenético y clasificación de las enzimas E2 Arabidopsis. Las 37 UBCs (E2) de Arabidopsis se 
alinearon usando el algoritmo ClustalW (gap-open 10; gap-extension 0.1) y se mostraron usando MEGA7 
software. Se usaron secuencias alineadas para construir un árbol filogenético basado en el método de unión 
después del análisis bootstrap para 1000 repeticiones. Los E2 representativos de cada uno de los 14 grupos están 
marcados en fondo rosa. Adaptada de Ahn et al., 2018. 
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At1g53020, respectivamente) que parece tener una función biológica única. 

Los mutantes con pérdida de función del FOSFATO 2(pho2/ubc24) 

hiperacumulan fosfato inorgánico en las hojas que conducen a la necrosis, 

este fenotipo se vio reflejado en la sobreexpresión constitutiva del micro-

ARN en concreto miR399 (Aung et al., 2006; Bari et al., 2006). Los sitios de 

unión de micro ARN en PHO2 indican que su regulación recíproca es directa. 

PHO2 se localiza en membranas e interactúa con PHO1, un translocador 

transmembrana de Pi que se hiperacumula en el mutante de pérdida de 

función pho2 (Liu et al., 2012). Si bien hay dos E2 similares a PH02, sus 

mutantes de pérdida de función no tienen alteración de la acumulación de 

Pi (Eifler, 2010). Se han descrito otras E2 que también tienen funciones más 

especializadas en estrés en plantas. En la Tabla 3 se muestra un resumen de 

las principales E2 descritas de plantas. 

Tabla 3. E2 con diferentes funciones conocidas adaptada de Weigang Liu et al., 2020. 

Enzima E2 Especie 
Descripción de funciones 

generales 
Referencias 

NtUBC1 N. tabacum Tolerancia al cadmio Bahmani et al., 2017 

LeUBC1 L. esculentum 
Choque térmico y cloruro de 

cadmio 
Feussner et al., 1997 

VrUBC1 Mung Bean 
Salinidad / ABA / estrés por 

sequía 
Chung et al., 2013 

AtUBC1 A. thaliana Regula el tiempo de floración Xu et al., 2009 

OgUBC1 Arroz 

Ácido salicílico / resistente a 

Botrytis cinereal y Radiación 

UV-B 

Jeon et al., 2012 

Ubc2/Rad6p 
Levadura y 

plantas 

(Degradación asociada a 

RE)/histona/ubiquitinación 

/tiempo de floración /sal y 

tolerancia a la sequía 

Wijk & Timmers, 2010 

Qin, 2013 

Cao et al., 2008 

Imura et al., 2015 

Popovic et al., 2014 
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Continuación 

AhUBC2 

Plantas de 

cacahuete 

deshidratadas 

Tolerancia a estrés hídrico Wan, X.et al., 2011 

GmUBC2 Soja 
Tolerancia a la sal y la sequía 

/ homeostasis de iones 
Zhou et al., 2010 

TaU4 Trigo Defensa frente a Septoria Millyard et al., 2016 

Ubc7 ------ ERAD Cohen et al., 2015 

OsUBC13 Arroz 

Estrés biótico y abiótico / 

PRR sin errores (reparación 

posterior a la replicación) 

Zang et al., 2012 

AtUBC13 A. thaliana 
DDT sin errores (tolerancia al 

daño del ADN) 

Wen et al., 2006 

Li et al., 2010 

ShUbc13 
S. 

histriomuscorum 
Respuesta al daño del ADN Grisvard et al., 2010 

Fni3/S1-

Ubc13-2 

Solanum 

lycopersicum 
Inmunidad en plantas Mural et al., 2013 

RCE1(UBC12) A. thaliana Respuesta a auxinas Del Pozo & Estelle, 1999 

UBC18 A. thaliana 
Respuestas a la sequía y al 

estrés salino 
Cheng et al., 2017 

UBC21/PEX4 A. thaliana Desarrollo de raíz Zolman et al., 2005 

UBC22 ------ 

Fuerte E3  

Actividad independiente para 

formar cadenas de Ub 

Kraft et al., 2005 

Wiborg et al., 2008 

UBC24/PHO2 A. thaliana Homeostasis de fosfato  Bari et al., 2006 

TaUBC28 Trigo Desarrollo de espigas Hong & Seo, 2014 

AtUBC32 A. thaliana 
Sequía / oxidativo / estrés 

salino / ERAD 

Ahn et al., 2018 

Cui et al., 2012 

Liu et al., 2020 

Chen et al., 2016 

AtUBC33 A. thaliana Estrés por sequía Ahn, M.Y.et al., 2018 

AtUBC34 A. thaliana Estrés por sequía Ahn, M.Y.et al., 2018 
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Proteínas E3 ubiquitina ligasas 

Como se ha indicado anteriormente, las E3 ligasas de Ub, son enzimas que 

se caracterizan por su capacidad de transferir la Ub activa (unidas mediante 

enlaces tioéster a Cys) a sus sustratos correspondientes. En base al 

mecanismo de transferencia, tradicionalmente las E3 ligasas han sido 

clasificadas como RING/U-box, HECT y RING-in-between RING (RBR) tras la 

identificación de estas últimas E3 ligasas (Smit & Sixma, 2014; Wenzel et al., 

2011). 

También pueden clasificarse según el tipo de dominio que participa en la 

interacción con la E2-Ub (Stone, 2019) del siguiente modo tipo RING, tipo 

HECT y tipo U-box. 

Para este trabajo adoptaré la clasificación tradicional de RING/U-box, HECT 

y RBR.  

1. Las de tipo RING (RING/U-box), forman un complejo junto con la E2 y el 

sustrato, mediando la trasferencia de Ub desde la E2 hasta el sustrato (Figura 

11). 

Figura 11. Esquema representativo de una E3 tipo RING/Ubox 
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2. Las E3 tipo HECT forman un estado intermedio de transferencia por unión 

covalente con la Ub, antes de unir el sustrato y cederle la Ub (Figura 12). 

3. Las E3 de tipo RBR utilizan un modo híbrido de transferencia de Ub entre 

las E3s de tipo RING y las de tipo HECT, en ellas, la E2 se une al RING1 

cediéndole la Ub hacia el RING2 y desde aquí lo transfiere hasta el sustrato 

(Wenzel & Klevit, 2012; Wenzel et al., 2011) (Figura 13). 

E3 ligasas tipo RING  

Las E3 ligasas de tipo RING (“Really Interesting New Gene”) se caracterizan 

por compartir el dominio RING. Este dominio consta de una región de 

aproximadamente 40-60 aminoácidos que contiene un octeto de residuos 

de cisteína e histidina espacialmente conservados que unen dos átomos de 

zinc (Zn). Estos dominios RING difieren estructuralmente de los factores de 

transcripción de dedo de Zinc, en el espaciamiento de los residuos Cys/His, 

Figura 12. Esquema representativo de una E3 tipo HECT 

Figura 13. Esquema representativo de una E3 tipo RBR. 



  INTRODUCCIÓN 
 

61 
 

donde no hay un orden lineal de quelantes metálicos(ml). Numerados desde 

el N-terminal hasta el C-terminal de la cadena de polipéptidos ml1 y ml2 

junto con ml5 y ml6 se unen al primer átomo de zinc, mientras que ml3 y 

ml4 junto con ml7 y ml8 se unen al segundo ion de zinc (Figura 14), formando 

lo que se denomina un refuerzo cruzado de la estructura secundaria típico 

de estos RING (Stone et al., 2005). 

El genoma de Arabidopsis contiene unas 490 proteínas con dominios RING 

las cuales presentan variaciones del dominio canónico RING por lo que 

aumenta aún más la diversidad de estos tipos de RING (Stone et al., 2005). 

La mayoría de los RING se presentan como dominios únicos, pero existen 

subgrupos que contienen dominios adicionales que facilitan la interacción 

con el sustrato como las repeticiones Ankyrin, Breast Dominio de carboxilo 

terminal (BRCT), factor de von Willebrand tipo A (vWA) y repeticiones WD40 

o bien formando complejos con otras proteínas. 

Figura 14. Se muestra la estructura de enlaces de Zinc característicos de las E3 ligasas tipo RING. Adaptada de 
Eshaies, & Joazeiro, 2009 
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La familia E3 ligasa de tipo RING Dominio Ligasa (RGLG)  

Las E3 ligasas RGLG presentan además del RING el dominio adicional factor 

von Willebrand tipo A(Stone et al., 2005; Zhang et al., 2012; Wang et al., 

2020) (Figura 15). 

Estas E3s ligasas en planta están relacionada con señalización de auxina, 

respuesta a estrés por sequía y procesos de señalización de Jasmónico (JA) 

(Cheng et al., 2012; Li & Schmidt, 2010; Nagels et al., 2016; Pan et al., 2015; 

Yin et al., 2007; Zhang et al., 2012, 2015b) 

La familia RGLG está formada por cinco miembros RGLG1–5 de los cuales 

RGLG1 (At3g01650), RGLG2 (At5g14450) y RGLG5 (Atg67800) se clasifican en 

una rama diferente a RGLG3 (At5g63970) y RGLG4 (At1g79380) (Xu Zhang et 

al., 2012). RGLG1/2/5 interactúan con las enzimas E2 UBC35/36 formando 

cadenas de poliubiquitina unidas a K63 (Li & Schmidt, 2010), cuyo sustrato 

principal es la proteína PIN2 relacionada con señalización de auxinas (Leitner 

et al., 2012). Por otra parte, RGLG1 y RGLG2 producen poliubiquitinación 

ligada a K48 del FACTOR DE RESPUESTA DE ETILENO 35 (ERF35) (Cheng et 

al., 2012). En lo que respecta a respuestas de estrés abiótico tales como frío, 

estrés osmótico y salino, así como frente a ABA, RGLG1 está altamente 

inducido, aunque esta respuesta no se observa en RGLG2. Las plantas 

sobreexpresoras RGLG1 son hipersensibles a ABA ya que aumentan la 

Figura 15. Dominio vWA característico de las E3 ligasas RGLG. 
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degradación de PP2CA (Wu et al., 2016). Por el contrario, RGLG2 es un 

inhibidor de respuesta a sequía (Cheng et al., 2012). Tanto RGLG1 como 

RGLG2 presentan miristoilación en el extremo N-terminal (Yin et al., 2007), 

y ambas se encuentran asociadas a membranas. En estudios realizados por 

Belda-Palazon et al en 2019 se describe como el ABA inhibe la miristoilación 

de RGLG1 a través de la regulación negativa de miristoiltransferasa 1 (NMT1) 

que modifica la localización subcelular de RGLG1, promoviendo su 

interacción nuclear con PP2CA. Estudios realizados en nuestro laboratorio y 

en colaboración con el Profesor An (Universidad de Pekín) muestran que el 

ABA induce la degradación de PP2CA a través de las E3 ligasas RGLG1/5 vía 

proteosoma 26S, y en condiciones in vivo el ABA actúa mejorando la 

interacción de RGLG1/5 con PP2CA lo cual es reforzado por la interacción 

simultánea con los PYR/PYL/RCARs que se describe en (Belda-Palazon et al., 

2019).  

E3 ligasas multiméricas basadas en CULINAS (CRL) y complejo 
APC 

Hasta ahora, hemos descrito proteínas E3 ligasas monoméricas (formadas 

por una única subunidad que incluye todos los dominios funcionales para 

ejercer la actividad E3 ligasa). Sin embargo, existe la posibilidad de que las 

E3 ligasas necesiten de múltiples subunidades para ejercer su actividad, 

presentando una subunidad con un dominio de tipo RING que se enlaza a 

E2-Ub. Las E3 ligasas basadas en CULINA realizan la unión al sustrato 

mediante una proteína alargada que sirve de andamio de diferentes 
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subunidades de proteínas que se encargan de que la unión y el 

reconocimiento del sustrato sea adecuada y precisa (Hua & Vierstra, 2011). 

Están representadas en Arabidopsis por medio de seis proteínas similares a 

Culina, CULLIN1 (CUL1: At4g02570), CULLIN2 (en adelante, CUL1b: 

At1g02980 para evitar confusión con Cul2 humano), CULLIN3a (CUL3a: 

At1g25830), CULLIN3b (CUL3b: At1g69470), CULLIN470: At5g46210) y 

COMPLEJO PROMOTOR DE ANAFASE2 (APC2: At2g04660) (Choi et al., 

2014) derivadas de las 3 familias principales CUL1, CUL3, CUL4, difiriendo 

básicamente en el modo de ensamblaje de las distintas subunidades 

(Gingerich et al., 2005). La región C-terminal de las CUL contiene 2 dominios 

helicoidales que crean una hendidura en forma de V. Esta hendidura queda 

fuertemente ocupada por la hélice N-terminal de RBX1 (proteína RING 

RBX1a de ∼16 kDa (“RING BOX 1”, At5g20570)) (Gray et al., 2002; Lechner 

et al., 2002) para crear un núcleo catalítico estable CUL/RBX1. El dominio 

RING en RBX1 proporciona una plataforma de acoplamiento para enzimas 

E2 cargados con ubiquitina activada y la unión del E2-Ub a este bolsillo 

promueve alostéricamente la transferencia de la ubiquitina desde esa E2 

directamente al sustrato (Kleiger et al., 2009). Los mutantes de pérdida de 

función de RBX1 en las plantas no son viables, por lo que indica que se trata 

de un gen esencial (Lechner et al., 2002). Además, CUL presenta en la región 

C-terminal una Lys que sirve de unión a NEDD8/RUB1 (“NEURONAL 

PRECURSOR CELL EXPRESSED DEVELOPMENTARY DOWNREGULATED8/ 

RELATED TO UBIQUITIN”), péptido relacionado con la Ub que se encuentra 

en todos los eucariotas, (Duda et al., 2008; Saha & Deshaies, 2008) y que 
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interviene en la regulación de la actividad de los complejos CRL. Cuando el 

péptido NEDD8/RUB se une a CUL produce un cambio conformacional entre 

la CUL y la proteína RBX1 que promueve el reclutamiento de las E3 y su 

aproximación al sustrato a ubiquitinar. El proceso de unión del péptido 

NEDD8/RUB1 se denomina nedilación, una vez se ha producido el proceso 

de ubiquitinación del sustrato se produce el denominado proceso de 

denedilación llevado a cabo por el complejo signalosoma COP9 (CSN) 

(Chamovitz et al., 1996; Wei et al., 1994) que consigue separar a NEDD8/RUB 

de la CUL y la desunión del complejo formado inactiva a CUL hasta un nuevo 

suceso de activación por nedilación. En la posición N-terminal se encuentra 

una zona hidrofóbica/polar que crea un bolsillo que sirve como adaptadores 

de sustrato. En plantas se han descrito tres complejos SKP1-Cullin-1-F-box 

(SCF), CRL3 BTB y CRL4 DWD (Figura 16). 

Figura 16. Organización de subunidades de Culina –RING ligasas (CRL) encontradas en plantas y diversas 
configuraciones de adaptador de sustrato, SCF, BTB y DWD, que se ensamblan con las isoformas CUL1, 3 y 4 
respectivamente. Adaptada de Hua & Viestra, 2011. 
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En los procesos de regulación de los componentes principales de la ruta de 

señalización, E3 ligasas multiméricas como CUL3 (CLR3) y CLR4 tiene como 

su diana a PP2CA y receptores (PYL4, PYL8 y PYL9), respectivamente 

(Irigoyen et al., 2014; Julian et al., 2019). 

Las CRL3 tienen como adaptadores de unión a sustrato proteínas que 

contienen dos dominios conservados, el dominio BTB/POZ y el dominio 

MATH (Figura 18) siendo el primer dominio el de unión a CUL3 (Genschik et 

al., 2013; Lechner et al., 2011), y el segundo actúa como sitio de 

reconocimiento de secuencias consenso de péptidos en varios sustratos 

(tales como proteínas fosfatasas, FT e Histonas) (Zhuang et al., 2009). Por 

este motivo las E3 ligasas CRL3-BTB también pueden ser llamadas CRL3BPM 

que es la denominación que voy a adoptar para designarlas. Las BPM en 

Arabidopsis está formada por una familia de proteínas constituida por seis 

miembros, BPM1 a BPM6. BPM3, BPM4 y BPM5 fueron identificadas en 

ensayos de espectrofotometría de masas co-inmunoprecipitadas con 

PP2CA. (Lechner et al., 2011). En nuestro laboratorio, se ha demostrado que 

las proteínas adaptadoras de sustrato BPM3 y BPM5 reconocen a PP2CA y a 

otras fosfatasas claves para la señalización del ABA (Julian et al., 2019) 

provocando su degradación y actuando probablemente como un 

mecanismo de desensbilización en respuestas a estrés.  

Las CRL4 tienen como adaptador de sustrato proteínas denominadas 

(“DAMAGED DNA BINDING PROTEIN1”) DDB1 que se asocian a proteínas 

(“CUL4-ASSOCIATED FACTORS”) DCAF. Las proteínas DCAF se han 



  INTRODUCCIÓN 
 

67 
 

relacionado con repeticiones WD40 (estas repeticiones contienen de 40 a 60 

aminoácidos y presentan un dipéptido triptófano-ácido aspártico (WD) en 

su C-terminal, (Higa & Zhang, 2007; van Nocker & Ludwig, 2003)). DCAF 

proporciona la especificidad de sustrato a los CRL4 (Bernhardt et al., 2006; 

Hu et al., 2004; Lee et al., 2008). Un rasgo característico de la mayoría de las 

proteínas DCAF que se asocian con DDB1 es la presencia del motivo DWD (se 

conoce también como WDxR o DxR). El motivo DWD proporciona un sitio 

distintivo único de unión para DDB1 y consta de 16 aminoácidos, de los 

cuales 4 son residuos altamente conservados: Asp7 , Trp13 , Asp14 y Arg16 (He 

et al., 2006; Lee et al., 2008). En Arabdopsis se conocen 85 proteínas que 

contienen DWD. Independientemente de si se ha confirmado o no su 

asociación con CRL4, las proteínas DWD se encuentran a menudo como 

componentes de complejos proteicos multiméricos adicionales que 

desempeñan funciones clave en eventos nucleares esenciales. 

La proteína adaptadora DDB1 también puede interactuar con 

“CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC10” (COP10) (La proteína COP10 es 

una enzima E2 modificada carente del residuo de Cys de unión a Ub y por 

tanto no tiene actividad de E2 pero facilita la actividad de las enzimas E2 

canónicas) y “DE-ETIOLATE1” (DET1), que no presentan repeticiones WD40, 

formado un complejo estable denominado (“COP10-DET1-DDB1 complex”) 

CDD (Bernhardt et al., 2010; Chen et al., 2006; Schroeder et al., 2002; 

Yanagawa et al., 2004) el complejo CDD puede actuar a su vez como 

adaptador facilitando el reconocimiento del sustrato, se han identificado 

más componentes de este complejo como la proteína “DET1, DDB1-
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ASSOSIATED 1” DDA1 que interviene en respuesta a señales de desarrollo y 

estrés cuando se une a receptores de ABA PYL4, PYL8 y PYL9 facilitando la 

degradación vía proteosoma 26S (Irigoyen et al., 2014; Pick et al., 2007) 

Otro tipo de ligasa E3 multimérica, son las APC/C (complejo promotor de 

anafase/ciclosoma) (Figura 17). En plantas, el APC/C consta de al menos 11 

subunidades centrales, cada una de ellas está codificado por un único gen, 

excepto APC3. La APC2, una proteína similar a CUL y funciona como el 

andamio del complejo, mientras que el dominio RING es proporcionado por 

APC11 con cierta similitud a RBX1 (Fülöp et al., 2005). El núcleo del complejo 

APC/C y sus activadores juegan papeles importantes en el crecimiento y 

desarrollo en plantas (Xu et al., 2019). Se requiere APC8 para la meiosis 

masculina, pero en general no hay mucha información sobre este tipo de E3s 

ligasas multiméricas en plantas, aunque hay estudios que demuestran los 

receptores de ABA de O. sativa son dirigidos por el complejo APC/C (Lin et 

al., 2015). 

Figura 17. E3 ligasas multimérica APC/C, que requiere proteínas activadoras WD40 (CDC20/FZ y CDH1/FZR/CCS52) 
y muy probablemente también la subunidad DOC1/APC10 para reclutar sus sustratos. La subunidad del dedo RING-
H2 APC11 (rojo) interactúa con una enzima conjugadora de ubiquitina E2 para estimular la reacción de 
ubiquitinación. Adaptada de Genschik et al., 2013 
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E3 ligasas U-box  

El motivo U-box consta de aproximadamente 70 aminoácidos que sirve de 

sitio de acoplamiento a la E2. La estructura tridimensional de una proteína 

U-box de Arabidopsis, PLANT U-BOX 14 (PUB14, At3g54850), revelaron un 

pliegue de proteína que se parece mucho a un dominio RING, pero los 

residuos de cisteína e histidina que conforman la estructura de RING que 

quelan Zn+2 son reemplazados por una red de enlaces de hidrógeno 

utilizando cadenas laterales de cisteína, serina y glutamato. La estructura 

terciaria también se estabiliza mediante interacciones hidrófobas y puentes 

salinos (Andersen et al., 2004). Actualmente han sido descritas bajo esta 

estructura unas 64 U-box también nombradas como PUB.  

La mayoría de los PUB contienen uno o más dominios adicionales fácilmente 

identificables. Inicialmente se organizaron en cinco tipos según el dominio 

(Azevedo et al., 2001), pero esta organización inicial se ha ampliado a trece 

tipos (Yee & Goring, 2009). De las 63 ligasas de tipo U-box 41 de ellos 

contienen un número variable de repeticiones de armadillo (ARM), mientras 

que las otros 15 contienen un dominio quinasa. PUB49 (At1g66160) tiene 

actividad de ubiquitinación in vitro y actividad de isomerasa cis-trans 

peptidil-prolil. Los PUB están involucrados en procesos de 

autoincompatibilidad, respuestas hormonales, defensa y respuestas al 

estrés abiótico (Yee & Goring, 2009). Ejemplos de estas E3 ligasas en 

respuestas principalmente a estrés son las U-box PUB12/13. Estas tienen su 

diana en la fosfatasa ABI1 de la señalización de ABA. El nivel de ARNm para 
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varios PUB aumenta en respuesta a ABA, así PUB19 aumentó después de 3-

5 horas en 50 µM ABA, en un orden de 160 veces (Hoth et al., 2002). Las 

plantas con pérdida de función para pub18 pub19 mostraron 

hipersensibilidad a ABA, mientras que las plantas sobreexpresoras para 

PUB18 y PUB19 mostraron insensibilidad a ABA (Liu et al.,2011; Seo et al., 

2012). En respuesta a estrés, un ejemplo son las E3 ligasas U-box PUB22/23 

que degradan el receptor PYL9 (Zhao et al., 2017).  

E3 ligasas tipo HECT  

Los E3 ligasa de tipo HECT (Homologa E6-AP Carboxi Terminal) reciben este 

nombre por el dominio conservado de aproximadamente 50 aminoácidos 

presente en la proteína humana E6-AP (proteína asociada a E6) que fue la 

primera en analizarse. Hay siete proteínas HECT en Arabidopsis divididas en 

cuatro (Downes et al., 2003) o cinco (Marín, 2013) subfamilias dependiendo 

de la identidad de aminoácidos. Las proteínas HECT se denominan LIGASAS 

DE PROTEÍNA DE UBIQUITINA (UPL) en Arabidopsis. UPL1 (At1g55860) y 

UPL2 (At1g70320) son proteínas similares en un 85% y poseen un gran 

tamaño, aproximadamente 3700 aminoácidos. Usando ensayos de 

ubiquitinación in vitro independientes del sustrato, el dominio HECT de UPL1 

fue activo sólo con la E3 genérica UBC8; las E2 UBC1, UBC4 y UBC7 en 

ensayos en paralelo, no estuvieron activas (Bates & Vierstra, 1999). 

Existen otras E3 ligasas HECT como UPL5 la cual regula la senescencia en 

hojas uniéndose al factor de transcripción WRKY53 (Zentgraf et al, 2010). En 
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Brassica rapa hay descritos 10 genes HECT, que responden en condiciones 

de estrés por salinidad y en sequía (Alam et al., 2019).  

E3 ligasa de tipo RBR  

A diferencia de las ligasas E3 tradicionales de tipo RING o HECT, todas las 

ligasas RBR identificadas hasta la fecha son proteínas complejas 

multidominio. Las RBR más estudiadas son las humanas, se sabe que existen 

al menos 14 RBRs, aunque sólo se han estudiado en detalle a 3 de ellas. 

1. Parkin (Figura 18) cuyas funciones principales son la intervención en 

procesos de homeostasis y las mutaciones en el gen de parkin están 

asociadas a la enfermedad del Parkinson infantil (Kitada et al., 1998; Pickrell 

& Youle, 2015). 

2. HHARI (Figura 19) también conocida como ARIH1(“Ariadne RBR E3 

ubiquitin protein ligase 1”) sus funciones se asocian a procesos celulares 

tales como regulación de procesos del desarrollo, traducción de proteínas y 

proliferación celular (Dove et al., 2017; Elmehdawi et al., 2013; Tan et al., 

2003). 

Figura 18. Esquema que muestra dominios principales 
de Parkin. Se observa los tres dominios RBR, RIN0 y el 
dominio inhibitorio Ubi. Adaptada de Spratt et al., 
2014 

Figura 19. Esquema que muestra dominios principales 
de HHARI los tres dominios RBR dominio inhibitorio 
Ariadne y los dominios AodcGy e igual a UBA, en 
distintos tonos de verde. Adaptada de Spratt et al., 
2014. 
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3. HOIP que se trata de una subunidad del complejo LUBAC (Complejo Lineal 

de Ensamblaje de Ubiquitina), la complejidad de esta última se muestra en 

la Figura 20. Se han relacionado con múltiples funciones celulares como 

respuestas inmunitarias, en la inflamación, apoptosis y cáncer (Ikeda et al., 

2011; Rittinger & Ikeda, 2017; Tokunaga et al., 2011). 

Dominios característicos de RBR 

En un principio se sugirió que dos de los anillos contenían múltiples residuos 

de cisteína utilizados para coordinar iones de zinc que se ajustaban a la 

secuencia consenso de E3 ligasas tipo RING (RING1 y RING2) (Marín & 

Ferrúst, 2002; Marín et al., 2004). Se identificó también, un tercer dominio 

denominado IBR (“In Between RING”) con los característicos residuos de 

cisteína que se encontraban en las secuencias RING, (Morett & Bork, 1999). 

Así nació la nomenclatura RBR. Estudios posteriores (Capili et al., 2004; 

Hristova et al., 2009; Maruyama et al., 2000), determinaron que el “RING2” 

no se ajustaba a la estructura canónica de una E3 ligasa de tipo RING ya que 

presenta una cisteína que podría actuar como una cisteína activa para la 

Figura 20. Complejo LUBAC. Esquema de la 
composición del dominio de HOIP, HOIL-1L y 
SHARPIN. Se resaltan los dominios que 
median la interacción entre subunidades. El 
dominio UBL de HOIL-1L se une al dominio 
UBA de HOIP, mientras que la interacción 
entre SHARPIN y HOIP está menos definida y 
puede incluir los dominios NZF2 o UBA de 
HOIP, como lo indican los signos de 
interrogación. Adaptada de Rittinger & 
Ikeda,2017  
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unión de Ub, y que podía ser transferida a proteínas diana y se sugiere una 

nominación más correcta como dominio Rcat (requerido para la catálisis), el 

dominio RING1 es el único que presenta la secuencia consenso de tipo RING 

y actuaría en realidad como una E3 ligasa de tipo RING uniendo E2 –Ub. Por 

último, el dominio IBR, según los nuevos datos ya no estaría situado entre 

dos RING, sino que se ha observado que adopta el mismo pliegue que el 

dominio Rcat, mientras carece del residuo de cisteína activo y la actividad de 

ubiquitinación, por lo que, este dominio puede llamarse más 

apropiadamente BRcat (catalítico-benigno) (Spratt et al., 2014). Por ello 

estas E3 se pueden encuadrar en un mecanismo único de transferencia de 

Ubiquitina ya que combina aspectos de la función de E3 ligasas de tipo RING 

y E3 ligasas de tipo HECT (Imai et al. , 2000; Moynihan et al., 1999). 

En Parkin el dominio RING2 posee 6 cisteínas altamente conservadas donde 

solamente 4 de ellas formaban uniones con Zn+2 quedando 2 cisteínas libres. 

Tras las mutaciones realizadas en una de estas dos cisteínas libres, 

concretamente la de la posición 431, sustituyéndola por un residuo de Ser, 

se observó que se interrumpía la transferencia de ubiquitina mediada por 

esta E3 ligasa. En estudios posteriores se realizó un cambio sistemático de 

todas las Cys conservadas del dominio a Ala, y se observó que producían la 

insolubilidad de la proteína, con la excepción del mutante Cys431Ala, 

sugiriendo este hecho que el residuo de Cys431 no forma parte de la red de 

coordinación de Zn+2 en Parkin (Capili et al., 2004; Maruyama et al., 2000). 

También se ha identificado la cisteína de HHARI en posición 357 como la 

cisteína del sitio activo (Capili et al., 2004; Hristova et al., 2009). Esta cisteína 
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se encuentra también libre de enlaces de coordinación de Zn+2, aunque la 

unión a estos enlaces puede diferir entre Parkin y HHARI, por este motivo 

Rankin y sus colaboradores propusieron un modelo del RING2 de Parkin con 

dos sitios de unión a Zn+2 compuestos de residuos C418, C421, C441, C436 y 

C446, C449, H461, C457 (Hristova et al., 2009; Rankin et al., 2011). Este 

modelo deja a la Cys431 libre para formar un enlace tioéster con ubiquitina 

(Figura 21). 

A 

B 

Figura 21. A. Modelo predictivo que explica los que dos iones de zinc pueden estar unidos en el RING2. Los residuos 
en los sitios de unión de zinc mostrados en naranja constituyen el primer sitio de unión y en amarillo el segundo 
sitio de unión. Adaptado de Rankin et al., 2011.  B. Comparativa del RING2 de HHARI y el RING2 de Parkin. 
Alineamiento de secuencias usando CLUSTALW. Se observan los residuos de cisteína que coordinan con Zn+2 en cada 
uno de los sitios predichos en Rankin et al., 2011 en amarillo el sitio uno y en naranja el sitio dos, la cistina del sitio 
activo se encuentra señalada mediante una flecha azul. Abajo se muestra la estructura del RING2 de HHARI donde 
en amarillo se muestran los residuos de cisteína que coordinan con Zin+2 (color azulado) en naranja se muestra el 
residuo de cisteína del sitio activo (PDB ID 1WD2). Adaptada de Wenzel & Klevit, 2012. 
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Dominios inhibitorios 

Aunque se tiende a pensar que las E3 ligasas son constitutivamente activas, 

estudios recientes indican que tanto E3 ligasas de tipo HECT como las de tipo 

RING están sujetas a regulaciones mediante fosforilación, la existencia de 

sustratos adaptadores en las de tipo Cullina o autoinhibición de la actividad 

catalítica como ocurre con la E2 Smurf2 sobre las E3 ligasas de tipo HECT 

(Duda et al., 2008; Kee & Huibregtse, 2007; Saha & Deshaies, 2008; Wiesner 

et al., 2007). En la RBR de Parkin (Chaugule et al., 2011). El dominio UbI que 

se encuentra en posición N-terminal (Figura 22), se ha demostrado que es 

un dominio autoinhibitorio, ya que mutaciones en esta región hacen que 

Parkin sea constitutivamente activa. Staropoli y colaboradores demostraron 

previamente que existían formas de regulación de estas proteínas, mediante 

su unión a otras E3 ligasas de tipo CRL que se encontraban formando 

complejos necesarios para su activación. 

Figura 22. Estado inactivo de la E3 ligasa RBR Parkin a través a través del dominio UbI y su posterior activación 
debido a cambios en su conformación inicial por fosforilación (representada mediante una estrella naranja) o 
unión mediante un adaptador (representada en azul) al dominio UbI. Adaptada de Duda et al., 2013. 
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En HHARI el dominio autoinhibitorio se encuentro en el dominio C-terminal 

denominado Ariadne (Figura 23) el cual actuaria obstruyendo la cisteína del 

centro activo (Dove et al., 2017; Yuan et al., 2017). 

Ubiquitinación de sustrato 

Es razonable pensar que tanto en las E3 ligasas de tipo HECT como en la RBR 

la especificidad de enlace de la Ub sea llevado a cabo por ellas mismas y no 

por la enzima E2 como ocurre con las E3 ligasas de tipo RING. La existencia 

del dominio tripartito flexible en RBR permite que estas E3 ligasas presenten, 

además múltiples niveles de regulación.  

En cuanto a la especificidad de enlace de Ub con el sustrato llevado a cabo 

por el RING2 de las RBR se sabe que HOIP produce una ubiquitinación 

mediante cadenas lineales, debido al complejo LUBAC. Esta actividad 

requiere una región específica de HOIP que se une al aceptor ubiquitina, el 

LDD, que está parcialmente integrado en RING2 (Lechtenberg et al., 2016; 

Müller-Rischart et al., 2013; Stieglitz et al., 2012, 2013). Parkin produce 

cadenas de poliubiquitina tanto en Lys48 como en Lys63, así como 

monoubiquitinación y multimonoubiquitinación (Kumar et al., 2017) y 

Figura 23. Estado inactivo de la E3 
ligasa RBR de HHARI a través del 
dominio Ariadne y su posterior 
activación debido a cambios en su 
conformación inicial por 
fosforilación (representada 
mediante una estrella naranja). 
Adaptada de Duda et al., 2013. 
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HHARI puede producir monoubiquitinación de sustratos cuando se asocia a 

E3 de tipo Culina, pero también puede mediar síntesis de la cadena de poliUb 

en ensayos de autoubiquitinación. Hasta la fecha, no se ha descrito que las 

E3 ligasas de tipo HECT construyan cadenas lineales de poli-ubiquitina, lo 

que pueden ser una propiedad distintiva de RBR (Dove et al., 2017; Kelsall et 

al., 2013; Scott et al., 2016; Yuan et al., 2017).  

E3 ligasas RBR de Arabidopsis. 

Las proteínas que contienen dominios RBR se encuentran divididas en 

plantas en 4 subfamilias (Planta II, ARA54, Planta I/Helicasa y Ariadne) 

(Marín, 2010) (Figura 24). 

Figura 24. Resultado básico para los análisis 
generales que incluyen 498 secuencias de 
RBR de plantas. Se indican las ramas 
principales que corresponden a las cuatro 
subfamilias. Los números por encima de esas 
ramas corresponden al soporte de arranque, 
en porcentajes. Los números entre 
paréntesis se refieren al número de 
secuencias de proteínas que se incluyen en 
una rama. También se indican las estructuras 
típicas de las proteínas en las subfamilias 
(rojo: supradominio RBR; verde: dominio 
RWD/GI; púrpura: dominio helicasa 
DEAD/DEAH; amarillo: dominio Ariadne). Las 
barras en la proteína que contiene Helicasa 
se incluyen para reflejar que estas proteínas 
suelen ser mucho más largas de lo que se 
muestra aquí, para más detalles de estas 
estructuras.https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0011579.g001. Adaptada de Marin, 
2010. 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0011579.g001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0011579.g001
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En Arabidopsis se han registrado 42 proteínas que contienen dominios RBR, 

generadas probablemente por duplicaciones en tándem. Los datos de 

microarrays indican que la mayoría de estos nuevos genes tienen patrones 

de expresión bajos y sólo a veces son específicos de sustratos (Marín, 2010). 

Pocos datos existen aún sobre la función biológica de las E3 ligasas RBR en 

Arabidopsis. Se han realizado estudios in vitro en ARI8 (At1g63450) de la 

subfamilia ARIADNE en planta, para intentar esclarecer si presentan la 

autoinhibición característica, como en HHARI, por la presencia del dominio 

Ariadne, estos estudios revelaron que se seguía detectando actividad en 

planta indicando que si bien este dominio es inhibitorio en planta su 

inhibición es incompleta o bien no puede detectarse por este tipo de 

ensayos in vitro ,quizás debido al uso de una E2 UBC8 inadecuada para el 

estudio (Kraft et al., 2005). Otros miembros de la misma Subfamilia 

ARIADNE, ARI12 y ARI14 se han relacionado en señalización y fertilización 

UV-B, respectivamente (Lang-Mladek et al., 2012; Ron et al., 2010), pero el 

resto de la familia apenas se ha caracterizado. La E3 ligasa RSL1 (“Ring finger 

Seed Longevity”)/RFA (“Ring Finger ABA-related”) pertenecen al clado A de 

la subfamilia Planta II, y se ha demostrado que RSL1 se dirige a los receptores 

PYR1 y PYL4 de ABA en la membrana plasmática (Belda-Palazon et al., 2016; 

Bueso et al., 2014a; Bueso et al., 2014b). 

En los últimos 10 años se han descubierto una importante cantidad de E3 

ligasas que actúa sobre distintos componentes de la ruta de señalización del 

ABA en Arabidopsis, que a modo de resumen presento en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Resumen de diferentes E3 ligasas que interactúan con distintos componentes de la ruta de ABA. 

 
Enzima E3 Tipo Sustrato 

Descripción de funciones 

generales 
Referencias 

R 

E 

C 

E 

P 

T 

O 

R 

E 

S 

CRL4/CDDD 

(COP10DET1-

DDB1-DDA1) 

Multiméricas 

basadas en 
CUL 

PYL4 
/PYL5/PYL8 

ABA actúa 

desestabilizando el 

complejo de CRL4 y los 
receptores aumentan de 

concentración regulando la 
respuesta a sequía 

Irigoyen et al., 
2014 

RSL1 RING (RBR) PYR1/PYL4 
Disminuyen la sensibilidad 

a ABA regulando la 
tolerancia a sequia 

Bueso et al., 
2014 

RIFP1 

SKP1-Cullin-

1-F-box 

(SCF) 

PYL8 

Se expresa en semilla y 

regula la inhibición de 

ABA en germinación y 
desarrollo de la planta 

Li et al., 2016 

At RAE 1 

 

CUL4-DDB1 

con adaptador 
DWD 

PYL9 
Disminuyen la sensibilidad 

a ABA regulando la 
tolerancia a sequia 

Li et al., 2017 

PUB22 U-box 
PYL9/PYL5/ 
PYL7/PYL8 

Regulan la tolerancia a 
sequía 

Li et al., 2018 

PUB23 U-box PYL9 
Regulan la tolerancia a 

sequia 
Li et al., 2018 

F 

O

S 

F 

A 

T 

A 

S

A

S 

PUB12/ 

PUB13 
U-box ABI1 

Promueve la degradación 

de la fosfatasa ABI 
interviene regulando las 

respuestas a estrés por 
sequia 

Kong et al., 
2015 

 

RGLG1/ 

RGLG5 

 

RING con 
dominio vW 

PP2CA 

ABI2 

HAB2 

Regulador positivo de 
respuesta a ABA 

El ABA promueve la 

deslocalización nuclear de 
RGLG1 

Wu et al., 2016 

 

PIR1/PIR2 

 

RING ligase PP2CA 

Los mutantes dobles de 
pérdida de función 

muestran insensibilidad a 
ABA 

Baek et al., 
2019 

BPM3 /BPM5 

 

CRL3 con 
adaptador 

BPM 

PP2CA/ABI1/ 
ABI2/HAB1 

Aceleran la degradación en 

presencia de ABA de 

fosfatasas e inhiben la 
sensibilidad a ABA 

Intervienen en respuesta a 
estrés hídrico. 

Julian et al., 
2019 
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Continuación 

P

R

O

T

E

I

N

Q

U

I

N

A

S

A

S 

AtPP2- B11 

 RING 

Cullin/F-

box/SKP1 

SnRK2.3 

El ABA induce la 
expresión de AtPP2-B11, 

lo que sugiere que el ABA 

puede promover la 
degradación de SnRK2.3 y 

atenuar la señalización 
mediada por ABA 

Cheng et al., 
2017 

F

A

C

T

O

R

E

S 

  

D

E 

 

T

R

A

N

S

C

R

I

P

C

I

O

N 

RGLG1/RGLG2 
RING con 

dominio vW 
ERF53 

Modulan la respuesta a 
ABA  

Cheng et al., 
2012 

 

ARIA 

 

CUL3-RBX1-
BTB 

ABF2  

Los mutantes de pérdida de 

función aria presentan 
insensibilidad a ABA y a 

glucosa. 

Kim et al., 2004 

 

AIP2  
RING ABI3  

Actúa como un regulador 
negativo de la respuesta a 

ABA  

Zhang et al., 
2005 

KEG (KEEP ON 
GOING) 

RING 

ABI5 

ABI5 se acumula en 

semillas cuando son 
tratadas con inhibidores del 

proteosoma 26S 

Los mutantes de pérdida de 

función de estas E3 ligasas 

producen respuestas de 
hipersensibilidad e 

interviene por tanto en la 

regulación de respuestas a 
estrés por sequia 

Liu & Stone, 
2010 

 

Lopez –Molina 
et al., 2001 

 

Smalle et al., 
2003 

DWA1/ 

DWA2/ ABD1 

CUL4 con 

distintos 
adaptadores 
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Modificaciones post-traduccionales vía 
endosómica.  

Se trata de una MPT que generalmente regula la actividad de proteínas 

localizadas en membrana plasmática, la respuesta que desencadena esta 

regulación se produce por una mono-ubiquitinación provocando una señal 

de endocitosis. Con relación a la ruta de señalización de ABA debemos de 

destacar a la proteína FYVE1 , cuyo nombre lo recibe de la primera letra de 

las cuatro proteínas iniciales donde se decubrió un motivo de unión de 

fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) característico de estas proteínas(Fab1, 

YOTB, Vac1 y EEA1) (Gaullier et al., 1998; Lemmon, 2008; Stenmark et al., 

1996). FYVE1 fue identificada por Gao y colaboradores en la búsqueda de 

proteínas que podían tener una función relacionada con la clasificación 

endosómica, demostrando que la proteína FIVE1 podía unirse tanto a Ub 

como a PI3P y  que interactuaba con Vps23A (“Vacuolar Protein Sorting 23”) 

para incorporarse al complejo ESCRT-I (“ENDOSOMAL SORTING COMPLEXES 

REQUIRED FOR TRANSPORT-I”) por tanto estaba asociada al tráfico 

endosomal, trabajos posteriores realizados en nuestro laboratorio muestran 

que FYVE1 es necesaria para el reconocimiento e internalización de PYL4, el 

cual interactúa uniéndose a RSL1 en vesículas intraluminales (ILV) (Belda-

Palazon et al., 2016; Bueso et al., 2014b) (Figura 25). Aunque se ha supuesto 

que la ruta ESCRT está reservada para las proteínas integrales de membrana, 

los receptores del ABA pueden aparecer también en estos compartimentos 

debido a que se encuentran estableciendo interacciones con proteínas de 
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membrana, como por ejemplo a través de la familia de proteínas (“C2 

domain ABA–Related”) CAR. Las proteínas CAR se unen transitoriamente a 

los fosfolípidos de membrana en presencia de calcio, lo que provoca el 

aumento de PYR/PYL/RCARS en la membrana plasmática (Rodriguez et al., 

2014). Otra proteína implicada en estos mismos procesos es la proteína 

VPS23 (Yu et al., 2016). Trabajos más recientes llevados a cabo con “CALG-2 

INTERACTING PROTEIN-X” (ALIX), una proteína asociada a ESCRT-III han 

demostrado que tanto FYVE1 como VPS23A interactúan con ALIX que se une 

directamente a los receptores de ABA en los endosomas tardíos, 

promoviendo su degradación. Cambios en las funciones de ALIX conducen a 

una alteración de la vía endosomal provocando una mayor acumulación de 

receptores de ABA. Los mutantes de pérdida parcial de función alix-1 

muestran hipersensibilidad a ABA durante el crecimiento y provocan el 

cierre estomático (García-León et al., 2019).  

 

 

Figura 25. Modelo propuesto del 
tráfico endosómico de los receptores 
ABA y el papel de FYVE1 en el 
reclutamiento de PYL4 ubiquitinada. 
La ubiquitinación de PYL4 en la 
membrana plasmática por RSL1 
actúa como desencadenante de 
endocitosis. FYVE1 reconoce PYL4 
ubiquitinado en el complejo RSL1-
PYL4 y lo recluta a la vía ESCRT, 
promoviendo la clasificación 
degradativa de PYL4 en MVB/PVC. 
Los MVB adquieren competencia 
para fusionarse con la vacuola, 
donde el complejo RSL1-PYL4 se 
degrada. Adaptada de Belda-Palazon 
et al., 2016 
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Modificaciones post-traduccionales debidas a 
S-nitrosilación y nitración. 

La S-nitrosilación y la nitración son MPTs relacionadas con el incremento del 

estrés oxidativo. Durante el estrés oxidativo se forman radicales libres como 

el NO· y el ·O2, los cuáles reaccionan entre sí para formar peroxinitrito 

(ONOO-) (Beckman, 1994; Crow & Beckman, 1995), altamente tóxico debido 

a su elevada capacidad oxidante. La nitración produce la unión irreversible 

de NO. en residuos de tirosina (Tyr) de proteínas conduciéndolas 

irremediablemente a procesos de degradación y resíntesis. La S-nitrosilación 

marca con NO. de forma reversible residuos de cisteína (Cys) de las proteínas 

(Fares et al., 2011; Lozano-Juste & León, 2010; Malik et al., 2011) se ha 

demostrado que los receptores PYR/PYL/RCARs se encuentran tanto 

nitrados como S-nitrosilados. El receptor PYR1 mostró nitración en residuos 

de Tyr58 y Tyr120, PYL4 en el residuo Tyr80 y PYL8 en Tyr60 y Tyr158, produciendo 

una reducción de su actividad, sugiriendo que el NO. es un mecanismo que 

limita rápidamente la señalización de ABA en condiciones de estrés oxidativo 

debido a que los receptores podrían poliubiquitinarse y degradarse vía 

proteosoma 26S. Sin embargo, los receptores S-nitrosilados no muestran 

esta reducción (Castillo et al., 2015). 

 El NO. actúa también reprimiendo la señalización de ABA en otros 

componentes de la ruta debido a la S-nitrosilación en el residuo de Cys137 de 

SnRK2.6 (Wang et al., 2015a). Aunque los receptores PYR/PYL/RCARs son 

esenciales para la activación mediada por ABA de las SnRK2s, también están 
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involucrados en la regulación antagonista de activación de SnRK2s durante 

el estrés osmótico (Zhao et al., 2018). 

Modificaciones post-traduccionales debidas a 
fosforilación.  

La fosforilación es una forma de regulación proteica con alta frecuencia de 

aparición en las proteínas. Una de cada ocho proteínas se encuentra 

fosforilada en varios residuos, mediante la adicción de un grupo fosfato 

donado del ATP al grupo –OH de la cadena lateral de Serina (Ser), Treonina 

(Thr) o Tyr de estas proteínas. Esta MPT es rápida y reversible con acciones 

mediadas tanto por proteínquinasas como por fosfatasas. Los receptores 

PYR/PYL/RCARs son fosforilados por múltiples proteínquinasas incluyendo 

entre otras a TOR, que fosforila a PYL4 inactivándolo en un residuo 

conservado correspondiente a la Ser114 (Wang et al., 2018). La quinasa AEL 

fosforila al receptor PYR1 en residuos parcialmente conservados de Ser109 y 

Ser152 promoviendo su ubiquitinación y posterior degradación (Chen et al., 

2018). El receptor localizado en la membrana CEPR2, fosforila a PYL4 en el 

residuo conservado de Ser54 y promueve su degradación (Yu & Xie, 2017). 

Otro receptor citosólico CARK1, fosforila a PYR1 y PYL1/2/3/8 en un residuo 

menos conservado correspondiente a Thr78 provocando respuestas de 

hipersensibilidad a ABA (Li et al., 2019a; Zhang et al., 2018). El ABA activa a 

CARK1, pero la capacidad de CARK1 de ser activado por cambios ambientales 

o por otras hormonas aún se desconoce (Zhang et al., 2018). Aunque todavía 

no está claro cómo CEPR2 y AEL responden a cambios ambientales u otras 
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hormonas, la fosforilación de los receptores por ambos disminuye después 

del tratamiento con ABA, sugiriendo que la actividad y la abundancia de los 

receptores PYR/PYL/RCARs están estrechamente controladas bajo 

condiciones sin estrés, para prevenir la supresión del crecimiento mediada 

por ABA (Wang et al., 2018; Yu et al., 2019). Estas quinasas parecen ser 

críticas para la activación de las SnRK2s y sus posteriores respuestas a ABA 

(Huang et al., 2014; Hwang et al., 2018; Lee et al., 2015; Nguyen et al., 2019; 

Saruhashi et al., 2015; Shinozawa et al., 2019; Stevenson et al., 2016). La 

fosforilación de SnRK2.2/3 con especificidad en el residuo Thr180 de SnRK2.3 

(Cai et al., 2014) es producida por proteínas que intervienen reprimiendo la 

señalización por brasinosteroides (BR), BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 

(BIN2) y glucógeno sintasa quinasa 3s (GSK3s)/Shaggy-like kinases (ASKs), 

produciendo una mejora de la señalización de ABA. Las fosfatasas ABI1 y 

ABI2 también se encuentran reguladas por esta MPT (Baek et al., 2019; 

Kumar et al., 2017) por medio del receptor de superficie celular AtPR5K2 y 

la proteína de membrana RECEPTOR DEAD KINASE 1 (RDK1) cuya expresión 

se encuentra inducida por ABA. En la Figura 26 se muestra un esquema de 

las proteínas que interviene en las MPT mostradas y sus sustratos.  
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Figura 26. Regulaciones de los componentes principales de señalización ABA. Los componentes principales de 
señalización ABA están firmemente regulado por múltiples reguladores. Los PYL están fosforilados por múltiples 
proteínas quinasas incluyendo TOR, AEL y CARK1. Los TOR fosforilados inactivan a los PYLs, mientras que AEL y 
CEPR2 fosforilan PYLs y promueven su degradación. CARK1 fosforila PYL y puede mejorar su actividad, mientras 
que NO inactiva PYLs por nitración de Tyr. La degradación de las PYL está regulada tanto por DDA1, RSL1, RIF, 
PUB22/23 a través del sistema ubiquitina-proteosoma, y por el ESCRT-I componentes VPS23A y ALIX a través de 
la vía endosomal/vacuolar. Ocupaciones de PP2Cs puede potenciarse con EAR1 y la quinasa PR5K2, mientras 
que RDK1 puede reducir su actividad. Las PP2Cs son degradadas vía proteosoma 26S a través PUB12/13, 
RGLG1/5 y con BPM. Los SnRK2 se pueden activar por varias otras quinasas, RAF10 y BIN2. Además del clado A 
PP2Cs, el clado E PP2C EGR2 también inhibe SnRK2s. Aunque las PYLs son esenciales para activación mediada 
por ABA de SnRK2, también están involucrados en la regulación antagonista de Activación de SnRK2 durante el 
estrés osmótico. Los factores de transcripción (FTs), Se encuentran regulados vía proteosoma 26S por RGLG1/2, 
ARIA, AIP2, KEG y las CUL4 con adaptadores DWA1/DWA2/ABD1 
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Como objetivo principal se planteó la caracterización de la familia RSL1/ 

RFAs de proteínas E3 ligasas de tipo RBR como reguladores de la vida media 

de receptores PYR/PYL/RCARs. Para ello se abordaron y desarrollaron los 

siguientes objetivos específicos: 

1. Caracterización bioquímica y genética de la familia RSL1/RFA de 

proteínas E3 ubiquitín ligasas en la regulación de la señalización 

del ácido abscísico y su posible función como regulador de la vida 

media de los receptores.  

 

2. Identificación de la proteína E2 necesaria para la actividad 

bioquímica de las proteínas RFA regulando la actividad de las 

RFAs en la ruta de señalización del ABA. 

 

3. Identificación y caracterización de la modificación post-

transduccional S-acilación de RSL1.  

 

   

La utilidad de esta investigación reside en el papel central del ácido abscísico 

en la resistencia de las plantas a la sequía. Aumentar nuestros conocimientos 

en este campo supone aumentar nuestras posibilidades de producción en 

un mundo donde el cambio climático nos lleva a un inexorable estrés hídrico. 

Esta investigación podría dar lugar a métodos novedosos para disminuir los 

requerimientos hídricos de las plantas de cultivo. 
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Expresión de los genes RFA1-RFA5, 
estructura comparada con la rama RSL1 y 
localización subcelular de RFA1 y RFA4.  

La familia de proteínas E3 ligasas de tipo RBR (“RING-in-between RING”) 

RSL1 (“Ring finger Seed Longevity”)/RFAs (“Ring Finger ABA-related”) está 

constituida por 10 miembros (Figura 27). 

Estos miembros se pueden clasificar en dos ramas, una de las ramas está 

formada por las proteínas RSL1 y RFA6 - RFA9, todas ellas poseen un dominio 

C-terminal transmembrana (TM) que sugiere una posible localización 

subcelular en la membrana plasmática, como se ha demostrado para RSL1 

en dos trabajos (Belda-Palazon et al., 2016; Bueso et al., 2014b). Otra rama 

de esta familia de E3 ligasas, estaría constituida por el conjunto de proteínas 

de RFA1 a RFA5, las cuales carecen de ese dominio C-terminal TM. La Figura 

28, muestra el alineamiento de las secuencias de los componentes de la 

familia RSL1/RFA. En ella se destaca la presencia de los dominios RING1, IBR 

y RING2, característicos de esta familia. 

Figura 27. Cladograma de la familia 
de genes semejantes a RSL1. La 
familia está compuesta por 10 
miembros que fueron obtenidos 
realizando un BLAST sobre la base 
de datos TAIR para un valor de 
p<10-60. 
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Dado que el estudio de RSL1 nos ha proporcionado información de cuales 

podrían ser las posibles funciones de RFA6-RFA9, y siendo estas E3 ligasas 

las que poseen dominio TM en el C-terminal. Parte de nuestro interés en 

este trabajo ha sido profundizar en la caracterización de otros miembros de 

la familia de E3 ligasas RFA, centrándonos en proteínas de la familia 

pertenecientes a la rama que carece del dominio TM, en particular las 

proteínas RFA1 y RFA4. Además, hemos iniciado estudios, mediante la 

generación de mutantes combinados, que nos ayuden a demostrar la posible 

conexión entre la rama RSL1 (con dominio TM) y la rama carente del dominio 

TM. La elección de las proteínas RFA1 y RFA4 para la realización de este 

trabajo, se ha realizado atendiendo al análisis de diferentes bases de datos 

de expresión génica. Los niveles de expresión del ARNm para los genes RFA1 

y RFA4 son más altos que los niveles de expresión del ARNm para los genes 

RFA2/3, en los diferentes tejidos estudiados y en distintas etapas de 

desarrollo, mientras que, si los comparamos con los niveles de expresión del 

ARNm de RFA5, sus niveles son relativamente más cercanos a RFA1 y RFA4 

(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi; Waese et al., 2017). En la 

Figura 29 mostramos la expresión de los genes de las distintas RFAs en 

aproximadamente 350 microarrays disponibles en 

(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi y los comparamos con los 

datos existentes para la expresión de genes de diferentes PYR/PYLs. Gracias 

a esos datos, hemos podido observar la existencia de unos perfiles de 

expresión similares para los genes RFA1/4/5 y los genes PYR/PYL. 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Adicionalmente, el cribado de bases de datos nos permitió analizar la 

expresión de RFA1 y RFA4 en plántulas sometidas a diferentes estreses 

abióticos (Goda et al., 2008). Como resultado encontramos que la regulación 

de la expresión de RFA4 presentaba un incremento en el tejido aéreo en 

respuestas al frío, estrés osmótico, sal, sequía y estrés por calor, mientras 

que la expresión de RFA1 estaba menos afectada por estos tipos de estrés  

abióticos (Figura 30).  

Figura 29. Mapa de calor de las distintas RFAs y de diferentes receptores de ABA. Se aprecia un patrón de expresión 

a nivel de tejidos y etapas de desarrollo. 

 

Figura 30. Expresión relativa de RFA4(dcha.) y RFA1(izqda.) Muestras extraídas con el Kit QIAGEN RNeasy. Los datos 

de expresión se generaron en el RZPD de Berlín utilizando el chip Affymetrix ATH1 en respuesta a diferentes tipos de 

estrés. Todas las muestras se tomaron de plántulas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 de 18 días donde se separó 

tejido de hojas y de raíz después de ser tratadas a distintos tiempos. El tratamiento de estrés por frio(”Cold”) consistió 

en 30 min a  40 C de las muestras , el tratamiento de estrés osmótico (“Osmotic”) y salino(“Salt”) consistió en añadir 

manitol a 300mM y NaCl 150mM ,el estrés por sequia (“Drought”) consistió en un  tratamiento de 15 min en una 

corriente de aire (que causa aproximadamente el 10% de pérdida de peso fresco) y el  estrés por calor  (“Heat”) 

consistió en 3 h a 380 C seguidas de 9 horas de recuperación a 250 C  (en  los tratamientos de estrés por calor  se 

usaron muestras de células de plántulas de 16 días) todas las muestras de los experimentos se realizaron el mismo 

día, en el mismo instituto y cámaras de crecimiento como un experimento. Goda et al.,2008  
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En contraste a la observación anterior, el análisis de datos de microarrays en 

células guarda bajo diferentes tratamientos tales como ABA, alto nivel de 

CO2, oscuridad o baja humedad, no reveló cambios significativos en la 

expresión de RFA1 y RFA4 (Gen Expression Omnibus, GSE41054 y 

GSE118520; (Dittrich et al., 2019). También observamos que la expresión de 

RFA4 era más alta en las primeras etapas del desarrollo de silícua y en las 

fases de embrión globular, corazón y torpedo, mientras que la expresión de 

RFA1 aumentó desde la etapa de bastón del embrión hasta la etapa de 

cotiledones (Figura 31). Datos que también se corroboran en la expresión de 

RFA5 como se mencionó anteriormente.  

Figura 31. Datos expresión relativa expresados en escala logarítmica de los genes de RFA4, RFA1 y RFA5 en silícua y 
en diferentes etapas del desarrollo embrionario de la semilla. Los datos de expresión se obtuvieron de experimentos 
descritos en la base de datos pública AtGenExpress (Goda et al., 2008) utilizando microarrays de Affymetrix para 
Arabidopsis y visualizados mediante la herramienta de visualización AtGenExpress ubicada en 
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi. 

 

 

 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi


  RESULTADOS I 

97 
 

Al comparar los datos de desarrollo en semilla con los de la expresión para 

receptores PYR/PYL, observamos que estos presentan dos picos de mayor 

expresión (Figuras 32 y 33). Por ejemplo, en PYR1, PYL4 y PYL5, se observa 

un aumento de expresión durante el desarrollo de la semilla y la silícua 

(Figura 32, abajo), el cual se produce en los estadios en los cuales RFA1 y 

RFA4 mostraban los niveles más altos. 

 

 

Figura 32. Datos de expresión de PYR1, PYL4 y PYL5. Los datos de expresión se obtuvieron de experimentos descritos 

en la base de datos pública AtGenExpress (Goda et al., 2008) utilizando microarrays de Affymetrix para Arabidopsis 

y visualizados mediante la herramienta de visualización AtGenExpress ubicada en http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-

bin/efpWeb.cgi 

 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Este solapamiento entre la expresión de los genes RFA1/4 y los genes PYL, 

nos sugiere que pudieran estar implicados muy directamente en la 

regulación de los receptores en estas fases del desarrollo (Figura 33). 

El alineamiento de secuencias de aminoácidos entre RSL1, RFA1 y RFA4 de 

la Figura 34 extraídos de la Figura 28 (Bueso et al., 2014b) muestra en mayor 

detalle que además de la formación en tándem de los dominios RING1-IBR-

RING2, para el caso de RFA4, después del RING2, existe un dominio C-

terminal muy ácido que contiene más de 40 residuos de Asp. Esta E3 posee, 

además, una señal de localización nuclear, NLS, localizada en el extremo N-

terminal. Por su parte, el alineamiento de RFA1 muestra que carece tanto 

Figura 33. Datos de expresión de genes de PYR1-PYL9 en diferentes etapas del desarrollo de semilla. Los datos de 
expresión se obtuvieron de experimentos descritos en la base de datos pública AtGenExpress (Goda et al., 2008) 
utilizando microarrays de Affymetrix para Arabidopsis y visualizados mediante la herramienta de visualización 
AtGenExpress ubicada en http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi 
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del dominio terminal ácido de RFA4 como del dominio C-terminal TM de 

RSL1. 

 

Con la intención de determinar la localización subcelular tanto de RFA1 

como de RFA4 generamos las siguientes construcciones: 35S:GFP-RFA1, 

35S:RFA1-GFP, 35S:GFP-RFA4 y 35S:GFP-RFA4 con la delección de ese 

dominio ácido C-terminal (RFA4∆C, la cual carece de los residuos de 

aminoácidos desde la posición 385 hasta la posición 468). Para su estudio, 

estas construcciones fueron agroinfiltradas en células foliares de Nicotiana 

benthamiana (Figura 35). 

Figura 34. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de RSL1 (At2g26130), RFA1 (At3g43750) y RFA4 
(At2g21420). Se indica la posición de los dominios RING1 (negro), IBR (azul) y RING2 (negro) (los asteriscos marcan 
los residuos Cys y His conservados), la señal de localización nuclear (cuadro rojo) de RFA4 y el dominio 
transmembrana C-terminal (línea verde) y ácido (línea negra) de RSL1 y RFA4, respectivamente. El último residuo 
de la eliminación de NLS (RFA4∆NLS) y la eliminación de C-terminal de RFA4 (RFA4∆C) están marcados por un 
triángulo azul 

                                                                                                                    
                                                                                                                    
2g26130 : MEEDDLNPAGK------------------------------------PLYRLYFKGLVTEEK-----EMLLAGFGVAICGDKDDLLFDLKVSIHDP-TIT :  58

3g43750 : MEESTLVPSG-------------------------------------AIYKLYFKGIVIEET-----SQLLAGFGVAIFDQDDKLLFQMKRPIHGS-DIT :  57
2g21420 : MEKHDLTLISKKRRIDFATTGDIPNLKGEGVSMVAESASASNIFADSLVYRLFFKGLVSDETTTDMEEIVKAGFGIAICDEANTLLYNMKKSLNGDDVIN : 100
                                                                                                                    

                                                                                                                    
                                                                                                                    
2g26130 : LLEVELIALKSGLNQAVSLGINHISICCDHEYIFELVMGISTPKQESIALLLRDVQGIRKYLTSSIPVMLTQNQSNLAYDFAIEAISSEIIIDIPAQKET : 158

3g43750 : VLEAELTALKQGLTETMKLGLDRISICCDHDHIYELVMGRSTPEQDNIAMLMNDVQRMRQQLRYSNPILVTRDQISFAYKLAMETVVSEISICMPA---T : 154
2g21420 : PEEVEIKALICVLNVSIQMELRNVMICCGDYQIFQILTGRGKPQQ-NIVHLVEQVQHLRGKLSSTEVVLVPRAD---VIILAIEAIGGET---------- : 186
                                                                                                                    
                                                                                                                    

                                                                                                                    
2g26130 : CNICLNDDINADQMFSVDKSGHMCCSECVKRHIEVRLLEGSLITCPHYRCNSLLTSVRCGNLLTPKLNKMWEQKTKDELIPVMDRVYCPNPRCSTLMSET : 258
3g43750 : CSICFNNVLEAEKMFSVAICGHQFCVECVKHYIEVKLLEGGVPRCLDYQCESKLTLTSCGNLLTPKLKAIWKQRIEEELILVAERVYCPNPRCSGLMSKT : 254

2g21420 : CCICR-ENTDADRMFFTENCFHRQCFSCVNRHVQRMLLCGISPTCLHFPCNSELTFESCSKVLTPNLIEFWKRKIEEDLVPAADKIYCPYRRCSMLMSKT : 285
                                                                                                                    
                                                                                                                    

                                                                                                                    
2g26130 : ELSG---LNIGVRRCCVKCGEPFCVKCKVSWHNNLSCDEYKTLHPNPTENDGRLRDLANEKSWRQCSKCKHMIELSSGCISVVCRCGHTFCYQCG----- : 350
3g43750 : ELSTSTEEDVSTRTCCVKCGEPFCINCKVPWHSNLSCDDYKRLGPNPTKNDIKLKVLANQQKWSQCAKCQHMIARIEGCNVIICRYHHRYIL-------- : 346

2g21420 : ALSR--ETDQSNVRACIKCCRLFCIDCKVPSHAGLSCVDYKKLNPDP-LYDVKLKSLANKKKWRQCVQCSNLVELFEGCNHITCRCGFEFCYVCGKEWNQ : 382
                                                                                                                    
                                                                                                      

                                                                                                      
2g26130 : ------------------------------------ADAGDCFHGLGRDDLDLTQCCGSCCCFVFFLVIIAIVVTIILLVRRFS-- : 398
3g43750 : -------------------------------------------------------------------------------------- :   -

2g21420 : RGCLSPGCDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDEDDEDDGYIDSDDDDVDGDDNDDGSELDGINFEDFAVHLPKDVNEQKDESN : 468
                                                                                                      

* * * * * * * * * 
RING1 

* 

* * * * 
IBR RING2 

RFA4C 

* * 

* 

* * * * * * * 
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Figura 35. Se muestran imágenes de confocal de células epidérmicas transformadas que expresan en transitoria las 

construcciones para GFP, RFA1-GFP, GFP-RFA1, GFP-RFA4, GFP-RFA4ΔC o GFP-RFA4ΔNLS. GFP-BF muestra la 

superposición de la expresión del canal para GFP y la imagen en campo visible del microscopio. Se muestra así la 

localización subcelular de RFA1 la cual se localiza en el núcleo y el citosol mientras que RFA4 se localiza en el núcleo 

bajo una expresión transitoria en células foliares de N. benthamiana. IB representa la imagen de western blot de la 

expresión de las proteínas.  
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Para verificar la expresión de las proteínas de fusión realizamos un análisis 

por inmunotransferencia usando anticuerpos anti-GFP (Figura 35). En los 

resultados obtenidos, podemos observar que la expresión de GFP-RFA4 fue 

consistentemente más baja que la de otras proteínas de fusión con GFP, 

probablemente debido al gran dominio ácido C-terminal que presenta esta 

proteína es su versión nativa. También pudimos observar que RFA1 está 

localizado aparentemente tanto en el núcleo como en el citosol, siendo esta 

última confirmada por la falta de colocalización con el marcador de 

membrana plasmática OFP-TM23, tanto en las proteínas RFA1-GFP como en 

GFP-RFA1 (Figura 36). Este marcador fue usado previamente para mostrar la 

localización de la membrana plasmática de GFP-RSL1 (Bueso et al., 2014). 

Para el estudio sobre si el dominio ácido C-terminal de RFA4 puede afectar 

o no a su localización subcelular, comparamos la localización de 35S:GFP- 

RFA4∆C y 35S:GFP-RFA4 (Figura 35). Observamos con nuestros resultados 

que, tanto RFA4 como RFA4∆C se localizaron en el núcleo de las células de 

la epidermis de hojas de N. benthamiana, lo que sugiere que el dominio 

ácido de RFA4 es, por lo tanto, prescindible para la localización nuclear de 

esta proteína. De hecho, como hemos mostrado con el alineamiento de 

secuencia, se identificó una señal de localización nuclear (NLS antígeno T 

tipo SV40), la cual está compuesta por cuatro residuos básicos (KKRR) en el 

extremo N terminal de RFA4 (Figura 34). La delección de esta secuencia NLS, 

permitió a RFA4 cambiar su localización subcelular. El estudio de GFP-

RFA4∆NLS muestra que se encuentra aparentemente localizada en citosol y 

en el núcleo, similar a lo observado para RFA1 (Figura 35). 
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Figura 36. Localización subcelular de RFA1. RFA1 no se localiza en la membrana plasmática. Las imágenes de 
confocal muestran la expresión transitoria en células foliares transformadas de N. benthamiana, coexpresando 
RFA1-GFP o GFP-RFA1 junto con el marcador de membrana plasmática OFP-TM23. El grado de colocalización 
existente entre las dos señales de fluorescencia fue analizada usando superposición de imágenes (merge) y el 
software de Zeiss (Zen Lite 2012). La plasmólisis de las células foliares se realizó mediante el tratamiento de 500mM 
de NaCl durante 30 minutos a las hojas de N. benthamiana. La pérdida de colocalización con OFP-TM23 es mostrado 
mediante la intensidad relativa en las gráficas (ejes x e y) así como los coeficientes de Pearson (Rp) y Spearman (Rs). 
Barras = 30 µM 
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La interacción de RSL1, RFA1 y RFA4 con 
los receptores de ABA se localiza en 
diferentes localizaciones subcelulares  

La comparación de secuencias de RSL1, RFA1 y RFA4, excluyendo el dominio 

TM C-terminal de RSL1 y el dominio ácido de RFA4, revela una alta similitud 

de secuencia como ya hemos mostrado previamente (Figura 34), lo que 

sugiere que todas ellas podrían interactuar con los receptores de ABA. Esta 

interacción ha sido analizada con anterioridad únicamente para el caso de 

RSL1 y los receptores de ABA (Bueso et al., 2014b); en este trabajo hemos 

estudiado si RFA1 y RFA4 interactúan con varios receptores de ABA 

utilizando ensayos de doble hibrido en levadura (Y2H) (Figura 37). 

Figura 37. RFA1 o RFA4∆C se fusionaron con el GAL4 al dominio de activación (AD) en pGADT7 y los receptores ABA 
se clonaron en pGBKT7 como presas y se utilizaron vectores vacíos (Empty) como controles negativos (Gonzalez-
Guzman et al., 2014). Los cultivos transformados se cultivaron durante la noche en medio líquido sintético definido 
(SD) que carece de Leu y Trp y se hicieron diluciones (10-1, 10-2 y 10-3) estos los cultivos se gotearon en un medio de 
control que carecía de Leu y Trp (+ His + Ade) o en un medio selectivo que carecía de His (-His + Ade) o suplementado 
con 50 μM ABA (-His + Ade + ABA). y a las levaduras se les permitió crecer durante tres días a 30 ° C. 
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Una vez confirmada la interacción en levadura, realizamos ensayos en planta 

mediante el abordaje de Complementación de Fluorescencia Bimolecular 

(BiFC) (Figura 38). En estos estudios coexpresamos las construcciones YFPN-

RFA1, YFPN-RFA4 y YFPN-RFA4∆C junto a YFPC-PYR/PYLs mediante la técnica 

de agroinfiltración y hemos encontrado una respuesta de interacción entre 

RFA1 y diferentes receptores de ABA, siendo observada tanto en el citosol 

como en el núcleo de células de N. benthamiana (Figura 38A). Por otro lado, 

la interacción de RFA4 y PYR/PYLs se localizó exclusivamente en el núcleo, 

de acuerdo con la localización nuclear observada para GFP-RFA4 (Figura 

38B). Como control del experimento, la coexpresión de YFPC-OST1∆280, que 

se expresa en núcleo y citosol (Vlad et al., 2009), con YFPN-RFA1 o con YFPN-

RFA4, no produjo reconstitución de la fluorescencia, lo que nos permite 

validar las interacciones observadas anteriormente. Además de estos 

estudios, también investigamos si el dominio ácido del extremo C-terminal 

de RFA4 afecta a la interacción de esta proteína con los receptores de ABA. 

Con este fin, probamos la interacción mediante la construcción YFPN-RFA4∆C 

(que carece del dominio ácido) con diferentes PYR/PYLs. La interacción de 

RFA4∆C con PYR/PYL no difirió de la interacción observada con los 

receptores y la versión nativa de RFA4, lo que nos sugiere que el 

reconocimiento del sustrato por RFA4 no es dependiente del dominio ácido 

C-terminal (Figura 38C).  
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Figura 38. A. Imágenes de confocal de la expresión en transitoria para la coexpresión de YFPN-RFA1 y YFPC-

PYR/PYLs.RFA1 interactúa en el núcleo de células de hoja de N. benthamiana. La interacción con PYR1 es observada 

en la membrana nuclear, pero no dentro del núcleo. B. Interacción nuclear de RFA4 y receptores del ABA. Se 

muestran imágenes obtenidas por microscopía confocal de células foliares de N. benthamiana que han sido 

transformadas para la coexpresión de las proteínas YFPN-RFA4 y YFPC-PYR/PYL. C. Interacción nuclear de los 

receptores RFA4∆C y ABA. Imágenes de confocal de células de hoja de N. benthamiana transformadas 

transitoriamente que coexpresan YFPN-RFA4∆C y Proteínas YFPC-PYR/PYL. YFPN-RFA1/RFA4/RFA4∆C no interactúa 

con YFPC-OST1∆280. Barras de escala de 30 μm. 
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Por otra parte, verificamos que, YFPN-RFA1, RFA4 y RFA4∆C, así como YFPC-

PYR/PYLs o proteínas YFPC-OST1∆280 se expresaron correctamente (Figura 

39).  

 

 

 

 

 

 

 

Para validar las interacciones observadas en las pruebas de BiFC, realizamos 

ensayos de complementación de luciferasa (Split-LUC) en hojas de N. 

benthamiana (Figura 40). A diferencia de los ensayos de BiFC, la restauración 

de la actividad luciferasa sobre la interacción proteína-proteína de las 

proteínas que interactúan es reversible (Gehl et al., 2011). La actividad de la 

luciferasa fue reconstituida por la coexpresión de RFA1-nLUC y cLUC-PYR1, 

cLUC-PYL4 o cLUC-PYL8, lo que confirma la interacción proteica, aunque en 

el caso de cLUC-PYL8 la intensidad de la señal obtenida fue más débil (Figura 

40, panel superior). La actividad de la luciferasa también fue reconstituida 

cuando se coexpresaron RFA4-nLUC y cLUC-PYR1, cLUC-PYL4 o cLUC-PYL8 

Figura 39. El análisis de inmunotransferencia de proteínas extraídas de las muestras de BiFC. Se muestra la 

expresión de YFPN- y Proteínas de fusión YFPC. La tinción con Ponceau de la protína rubisco se usó como control de 

carga de proteínas. 
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(Figura 40, panel inferior). Como control positivo, en este sistema, utilizamos 

la construcción pGB0164 que expresa una versión de la luciferasa de 

longitud completa (Vazquez-Vilar et al., 2017), mientras que las expresiones 

de RFA1-nLUC o RFA4-nLUC con cLUC fueron utilizadas como controles 

negativos. 

Figura 40. Ensayo de complementación Split-LUC. Se muestra la interacción de RFA1 y RFA4 con PYR1, PYL4 y PYL8. 
Se indican los pares de construcciones que fueron coexpresados en hojas N. benthamiana (mostradas en gris) por 
infiltración mediada con Agrobacterium. Se aplicó 50 µM de MG132 dentro de la región infiltrada 6h antes de la 
medida de actividad luciferasa. La medida de actividad fue realizada 72 horas después de la infiltración. La 
construcción 35S: LUCFL fue usada como control positivo. La actividad luciferasa fue medida mediante la aplicación 
de 1 mM de D-luciferina usando un sistema de imagen CCD. La señal de Luc fue convertida a falso color mediante 
ImageJ. La escala de color representa la actividad LUC. Se realizaron Tres ensayos independientes y las imágenes 
corresponden a hojas representativas (n=5/ por experimento). Barra = 30 µm 
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Dado que RSL1 interactúa con los receptores ABA en la membrana 

plasmática (Bueso et al., 2014b), los resultados mencionados anteriormente 

indican que otros miembros de la familia RSL1/RFAs poseen como dianas a 

receptores PYR/PYL en diferentes ubicaciones subcelulares. Para obtener 

más información acerca de esta interacción, en este trabajo hemos hecho 

ensayos de BiFC multicolor, clonando PYR1 o PYL4 en vectores p(MAS)-

SCYCE(R), RSL1 en pDEST-SCYNE(R) y RFA4 en pDEST-VYNE(R), como se 

describe en el trabajo de Gehl et al., 2009. Posteriormente coexpresamos 

SCFPC-PYR1, SCFPN-RSL1 y VENUSN-RFA4 o SCFPC-PYL4, SCFPN-RSL1 y 

VENUSN-RFA4 en células de hoja de N. benthamiana. Como resultado 

observamos la formación simultánea de complejos Receptor/RSL1 y 

Receptor/RFA4 en la membrana plasmática y en el núcleo, respectivamente, 

de células de hoja de N. benthamiana (Figura 41). Estos resultados sugieren 

que, la degradación de los receptores del ABA puede estar regulada de 

manera diferente por RSL1 y RFA4, dirigiendo a estos receptores a través de 

las vías vacuolar o proteosoma 26S, respectivamente. 
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Figura 41. Formación simultánea de complejos Receptor/RSL1 y Receptor/RFA4 en diferentes ubicaciones subcelulares 

reveladas por ensayos multicolores de BiFC. A. Las flechas (abajo) indican la formación simultánea de PYR1-RSL1 (azul) y 

PYR1-RFA4 (verde), o PYL4-RSL1 (azul) y complejos PYL4-RFA4 (verde) en células foliares de N. benthamiana. Imágenes 

confocal de células epidérmicas transformadas transitoriamente que coexpresan SCFPC-PYR1/PYL4 y SCFPN-RSL1 o 

VENUSN-RFA4. Como controles negativos, SCFPC-PYR1/PYL4 se coexpresaron con SCFPN o VENUSN, mientras que SCFPC fue 

coexpresado con SCFPN-RSL1 o VENUSN-RFA4. La interacción PYR1/PYL4-RSL1 se visualizó mediante la reconstitución del 

SCFP (paneles superiores), mientras que la interacción PYR1/PYL4-RFA4 dio lugar a la proteína fluorescente SCFPC-VENUSN 

(paneles centrales). La interacción de PYR1/PYL4-RSL1 fue localizado en la membrana plasmática (pm) y los endosomas 

(Belda-Palazon et al., 2016), mientras que la interacción PYR1/PYL4-RFA4 se localizó en el núcleo. Las construcciones 

fueron realizadas en hojas de tabaco a través de la transfección mediada por Agrobacterium. Las hojas se examinaron 

usando CLSM a 48-72 h después de la infiltración. Los paneles inferiores corresponden a la combinación de los canales 

SCFP y SCFPC-VENUSN, que son imágenes captadas de la fluorescencia de clorofila (CF, rojo) y de campo brillante (BF). 

Barras = 30 µm. B. SCFPC-RFA4 coexpresado con SCFPN o VENUSN no reconstituye la proteína fluorescente. Barras = 30 µm. 
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RFA1 y RFA4 promueven la ubiquitinación de 
PYR1 in vitro 

Para poder determinar si RFA1 y RFA4 promueven la ubiquitinación de los 

PYR/PYLs in vitro, generamos las proteínas de fusión MBP-RFA1 y MBP-

RFA4∆C. Para estos experimentos, no utilizamos la versión nativa de RFA4 

debido a que la presencia del dominio ácido en el extremo C-terminal 

imposibilita una buena expresión en el sistema bacteriano utilizado y, por lo 

tanto, impide una eficiente purificación de la proteína recombinante. 

Mientras que, por el contrario, la expresión y purificación de la versión 

RFA4∆C, la cual sigue manteniendo su capacidad de interacción con los 

receptores de ABA, como hemos mostrado con los ensayos de BiFC (Figura 

10C), no se ve perjudicada en su expresión ni purificación. Mediante la 

realización de ensayos de arrastre (“Pull-Down”), demostramos que tanto 

MBP-RFA1 como MBP-RFA4∆C poseen capacidad de interacción con los 

receptores PYR1 y PYL4, mientras que esta interacción no es observada, 

como era de esperar, cuando enfrentamos MBP frente a PYR1 o PYL4 (Figura 

42).  

 

 

 

Figura 42. Ensayo pull-down para RFA1 y RFA4 
con receptores ABA y muestran la actividad E3 
ubiquitina ligasa con PYR1 y PYL4. Interacción 
entre PYR1/PYL4 con RFA1 o RFA4DC en un 
ensayo desplegable (PD). MBP purificado MBP-
RFA1 o MBP-RFA4DC (5mg cada uno) y 5 mg de 
proteínas 6His-PYR1 o PYL4 se incubaron 1 a 
4ºC con balanceo constante en 0,5 ml de 
tampón de unión (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, NaCl 
200 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween-20). A 
continuación, las proteínas MBP, MBP-RFA1 o 
MBP-RFA4DC se purificaron usando 
cromatografía de afinidad hacia amilosa, eluída 
y analizada por inmunotransferencia usando 
anti-HIS y tinción de Ponceau. 
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Con la intención de comprobar si RFA1 y RFA4∆C catalizan la transferencia 

de Ub a PYR1, realizamos una reacción enzimática en columna, usando 

inmunoprecipitados de líneas transgénicas HA-PYR1 de Arabidopsis. Para 

este estudio, la reacción enzimática se realizó siguiendo el proceso descrito 

en Bueso et al., (2014) (Figura 15) usando para ello el inmunoprecipitado de 

HA-PYR1, Ub-biotinilada, ATP, la enzima activadora E1 humana, la E2 de 

Arabidopsis UBC8 y MBP-RFA1 o MBP-RFA4∆C. Utilizamos la E2 genérica 

UBC8, ya que, se ha detectado actividad in vitro de UBC8 junto a enzimas de 

tipo RBR como RSL1 o ARI8, además, UBC8 es la enzima E2 más comúnmente 

usada, al mostrar una alta actividad y promiscuidad frente a diferentes 

enzimas E3 ligasas (Bueso et al., 2014b; Kowarschik et al., 2018; Kraft et al., 

2005). La incorporación de la Ub-biotinilada en la reacción fue observada 

mediante el uso de estreptavidina-HRP (estreptavidina-peroxidasa de 

rábano), mientras que para confirmar la incorporación de Ub en el sustrato 

usamos el anticuerpo anti-HA. RFA1 y RFA4 también fueron capaces de 

catalizar la transferencia de ubiquitina al receptor de ABA PYR1 como se 

revela mediante la inmunotransferencia con anti-HA (Figura 43). Con el uso 

de St-HRP, también pudimos detectar otras proteínas que se ubiquitinaron 

en la reacción, que, de acuerdo con el peso molecular esperado, 

probablemente representan componentes ubiquitinados de la cascada de 

ubiquitinación, es decir, E1, E2, MBP-RFA1 o MBP-RFA4∆C. 
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Además de los ensayos bioquímicos in vitro, realizamos experimentos de 

coinmunoprecipitación de extractos en planta para validar las interacciones 

observadas. Con este fin, mezclamos extractos de proteína obtenidos de 

líneas transgénicas de Arabidopsis, que expresan HA-RFA1 o HA-RFA4, 

tratados con MG132, junto a extractos de proteínas obtenidas desde N. 

benthamina que expresan proteína GFP o GFP-PYL4. Posteriormente 

realizamos inmunoprecipitados de GFP o GFP-PYL4 usando, para ello, bolas 

paramagnéticas que tienen acoplado el anticuerpo anti-GFP. Siguiendo el 

Figura 43. Ensayo pull-down para RFA1 y RFA4 con receptores ABA que muestran la actividad E3 ubiquitina ligasa 
con PYR1. MBP-RFA1 o MBP-RFA4DC (2 µg) se analizaron para determinar la actividad de la E3 ligasa en presencia 
de 100 ng de E1 humano, 250 ng de 6His-AtUBC8 (E2) purificado, 3HA-PYR1 inmunoprecipitado de una línea 
transgénica de Arabidopsis y 1 µg de ubiquitina biotinilada. Después de la incubación a 30ºC durante 2 h, la mezcla 
se sometió a SDS PAGE/transferencia seguida de detección usando estreptavidina-HRP (St-HRP) o antiHA-HRP para 
detectar proteínas ubiquitinadas o etiquetadas con 3HA, respectivamente. Los componentes de la cascada de 
ubiquitinación, es decir, E1-Ub, E2-Ub, MBP-RFA1 o MBP-RFA4DC ubiquitinados se indican con flechas. 
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análisis de la inmunotransferencia con anti-HA, pudimos detectar coIP de 

HA-RFA1 o HA-RFA4 con GFP-PYL4, mientras no existía coIP con el control 

GFP (Figura 44A-B), demostrando así, que la interacción ocurre entre RFA1/4 

y PYL4, y no debido a la presencia de GFP. 

 
Figura 44. Ensayo pull-down para RFA1 y RFA4 con el receptor PYL4. PYL4 coimmunoprecipita con RFA1 y RFA4. GFP 
o GFP-PYL4 se expresaron en N. benthamiana y cada extracto de proteína se combinó con extractos de proteína de 
Arabidopsis tratados con MG132 obtenidos de líneas expresando HA-RFA1 o HA-RFA4. Las proteínas se 
inmunoprecipitaron usando anti-GFP y posteriormente se realizó inmunotransferencia con anti-HA para detectar 
coIP de HA-RFA1 o HA-RFA4 
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RFA1 y RFA4 son ubiquitinadas in vivo. 

Los estudios realizados en mamíferos sobre el mecanismo de acción de las 

E3 ligasas de tipo RBR, mostraron que sus enzimas E2 afines transfieren la 

Ub activada a un residuo conservado de Cys presente en el RING2 de la E3, 

y a su vez, ésta transfiere la Ub desde estos residuos del sitio activo Cys hacia 

los residuos de lisina diana del sustrato (Dove et al., 2016). Por lo tanto, las 

E3 de tipo RBR son ubiquitinados por la E2 durante este proceso y 

posteriormente, las RBRs ubiquitinan sus dianas a través de un mecanismo 

similar al usado por las E3 ligasas de tipo HECT (Callis, 2014). Para poder 

estudiar si RFA1 y RFA4 están ubiquitinadas in vivo, construimos líneas 

transgénicas de Arabidopsis que expresan las proteínas RFA1 y RFA4 bajo un 

promotor 35S y donde están etiquetadas con el epítopo HA (Figura 45). 

Curiosamente, estas líneas mostraron una insensibilidad a ABA en el 

crecimiento de la raíz (Figura 45A-B) que es común al fenotipo de líneas de 

sobreexpresión de RSL1 (OE), las cuales, se ha demostrado que tienen 

aumentada la capacidad de degradación de los receptores de ABA (Bueso et 

al., 2014b; Figura complementaria 5A). Se prepararon extractos proteicos de 

líneas sobrexpresoras de Arabidopsis para RFA1 y RFA4. El análisis de la 

inmunotransferencia reveló que, las proteínas RFA1 y RFA4 alcanzaron 

niveles más altos tras tratamiento con MG132, lo que sugiere que ellas 

mismas están sujetas a ubiquitinación y a degradación por la vía del 

proteosoma 26S (Figura 45C).  
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Figura 45. Análisis de líneas de Arabidopsis que sobreexpresan diferentes genes RSL1/RFA. Las líneas 35S: HA-RFA1 y 
35S: HA-RFA4 muestran una sensibilidad reducida a la inhibición del crecimiento radicular mediada por ABA en 
comparación con el tipo silvestre. A. Los histogramas muestran la cuantificación de la inhibición mediada por ABA del 
crecimiento de la raíz en los distintos genotipos de sobreexpresión (OE) en comparación con el silvestre (Col). B. 
Fotografías de 10 días después de la transferencia de plántulas 4 días de edad a placas MS que carecen o son 
suplementadas con 10 µM ABA. Barras = 1 cm. Las plantas que sobreexpresan (OE) HAB1 (Saez et al., 2004) o RSL1 
(Bueso et al., 2014) se utilizaron como controles que muestran una sensibilidad reducida a ABA en este ensayo. El 
asterisco indica p <0.01 (prueba t de Student) con respecto al Col de tipo silvestre ensayado en las mismas condiciones 
C. Líneas transgénicas independientes de Arabidopsis que expresan RFA1, RFA4 o acumula niveles más altos de estas 
proteínas después del tratamiento con MG132 50 μM durante 24 h. Los extractos proteicos fueron analizados por 
inmunotransferencia usando anti –HA. La tinción con Ponceau de la proteina ubisco se usó como control de carga de 
proteínas 

 



  RESULTADOS I 

116 
 

De esta misma forma, en muestras tratadas con MG132 se detectaron 

mediante inmunotransferencia bandas de alto peso molecular para RFA1 y 

RFA4 que podrían corresponder a formas ubiquitinadas de las E3 ligasas 

(Figura 46A). Para verificar estos resultados, realizamos la 

inmunoprecipitación de muestras HA-RFA1 y HA-RFA4, tratadas con MG132. 

El análisis de la inmunotransferencia usando anticuerpos anti-Ub nos 

permitió confirmar que, tanto RFA1 como RFA4 son ubiquitinados in vivo 

(Figura 46B).  

Figura 46. A, Tanto RFA1 como RFA4 están sujetos a degradación a través del proteosoma 26S. Las líneas transgénicas 

de Arabidopsis que expresan RFA1 o RFA4 etiquetadas con HA acumulan niveles más altos de estas proteínas después 

de un tratamiento con MG132 de 50 μm durante 24 h. Los valores son promedios ± sd obtenidos de tres experimentos 

independientes (n = 5 plantas en cada experimento). *, P <0.05 (prueba t de Student) con respecto a la muestra 

tratada simulada correspondiente. B, Tanto RFA1 como RFA4 están ubiquitinados in vivo. Las proteínas HA-RFA1 y 

HA-RFA4 se inmunoprecipitaron de muestras tratadas con MG132 usando anticuerpos anti-HA y posteriormente se 

analizaron por inmunotransferencia usando anticuerpos anti-HA o anti-Ub (P4D1) 
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El residuo Cys361 de RFA4 afecta a su 
propia ubiquitinación y a su capacidad 
para ubiquitinar PYL4. 

Con el fin de identificar el supuesto residuo de Cys catalítico de RFA4 

involucrado en la transferencia de Ub a los residuos de lisina, realizamos un 

alineamiento múltiple de las distintas secuencias de aminoácidos para el 

dominio RING2 de RFA4, HHARI y Parkin (Figura 47).  

Como resultado de esta comparativa, pudimos identificar una Cys situada en 

la posición 361 de RFA4 como la más probable a ser la cisteína presente en 

el sitio activo de RFA4, al ser la equivalente de las cisteínas de los sitios 

activos conocidos para Parkin, Cys431, y para HHARI, Cys357, descritos en 

trabajos previos (Duda et al., 2013; Riley et al., 2013; Wenzel & Klevit, 2012). 

Para profundizar sobre la posibilidad de que esta Cys361 fuese la cisteína del 

sitio activo, realizamos la mutación Cys361Ala en RFA4 y pudimos demostrar 

Figura 47. Identificación de Cys361 como el supuesto sitio activo de RFA4. Alineación de secuencia múltiple de 
HHARI RING2, Parkin RING2 y RFA4 RING2. El supuesto sitio activo cisteína se denota con un asterisco rojo y 
corresponde a Cys357, Cys431 y Cys361, respectivamente. De acuerdo con la estructura cristalina de HHARI y 
Parkin (Riley et al., 2013; Duda et al., 2013), los residuos de ligando de zinc (asteriscos negros) de RING2 no están 
dispuestos en topología de coordinación de zinc entre llaves como dominios de RING canónicos, sino de forma 
secuencial. Caricatura de la estructura modular RING1 IBR RING2 de RFA4 y la localización RING1-IBR del sitio 
activo Cys361-SH residuo en RING2, según el modelo de Wenzel et al., (2011). 
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que, mediante la expresión en transitoria de la construcción GFP-RF4∆CC361A, 

no se veía afectaba su localización, la cual seguía siendo nuclear (Figura 48).  

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, generamos construcciones para RFA4∆C y RFA4∆CCys361Ala 

etiquetadas con HA, las cuales fueron utilizadas para obtener líneas estables 

en Arabidopsis (Figura 49A) y, además, fueron usadas en ensayos de 

infiltración en células de hoja de N. benthamiana (Figura 49C). Los niveles de 

expresión obtenidos para HA-RFA4∆C fueron menores a los obtenidos con 

HA-RFA4∆CCys361Ala, incluso en plantas de Arabidopsis transformadas con HA-

RFA4∆C y tratadas con MG132 (Figura 49A). Tras los ensayos de 

inmunoprecipitación usando anticuerpos anti-HA y su posterior análisis con 

anticuerpos anti-Ub, pudimos detectar que existe más ubiquitinación de la 

proteína de fusión HA-RFA4∆C en comparación con la proteína de fusión HA-

RFA4∆CCys361Ala (Figura 49B). También obtuvimos resultados similares de 

expresión en transitoria en células de tabaco, para los cuales, la expresión 

de HA-RFA4∆C fue menor que la de HA-RFA4∆CCys361Ala (Figura 49C).  

Figura 48. El mutante Cys361Ala RFA4 se localiza en el núcleo de las células de la hoja de N. benthamiana. Imágenes 
de confocal de células de N. benthamiana transformadas transitoriamente por agroinfiltración para expresar GFP-
RFA4DC Cys361Ala. Análisis de inmunotransferencia. (IB) Se utilizó anti-GFP para verificar la expresión de la proteína 
de fusión. Barras = 30 μm 
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Sin embargo, las cantidades observadas para las formas de estas E3 que 

presentan mayor peso molecular, fueron más abundantes en el caso de HA-

RFA4∆C que en el caso de HA-RFA4∆CCys361Ala. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. A, La mutación Cys-361Ala reduce notablemente la ubiquitinación de RFA4 y estabiliza la proteína en 
comparación con el tipo silvestre. Las líneas transgénicas de Arabidopsis que expresan RFA4ΔC o RFA4ΔCCys-361Ala 
etiquetadas con HA acumulan niveles más altos de estas proteínas después del tratamiento con 50 μm de MG132 
durante 24 h. B Los extractos de proteínas se inmunoprecipitaron usando anticuerpos anti-HA y posteriormente se 
analizaron por inmunotransferencia usando anticuerpos anti-HA o anti-Ub (P4D1). Los valores son promedios ± SD 
obtenidos de tres experimentos independientes (n = 5 plantas en cada experimento), y los niveles de proteína RFA4ΔC 
en plantas tratadas simuladamente se tomaron como 100%. *, P <0.05 (prueba t de Student) en comparación con la 
muestra tratada simulada correspondiente. C, La expresión transitoria en N. benthamiana de RFA4ΔC marcado con 
HA o RFA4ΔCCys-361Ala revela una ubiquitinación reducida de RFA4ΔCCys-361Ala en comparación con el tipo silvestre. *, P 
<0.05 (prueba t de Student). 
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Para analizar la ubiquitinación de las proteínas HA-RFA4∆C y HA-

RFA4∆CCys361Ala, se analizaron extractos de estas proteínas obtenidos por 

inmunoprecipitación (IP) utilizando anticuerpos anti-HA y anticuerpos anti-

Ub. Esto reveló que existía una reducción de ubiquitinación de alrededor del 

50% en el mutante Cys361Ala en comparación con el tipo silvestre (Figura 

21C). Si tomamos el conjunto de los resultados obtenidos tanto desde 

plantas de Arabidopsis como de N. benthamiana, se puede llegar a sugerir 

que la Cys361 está involucrada en la ubiquitinación de RFA4, aunque 

también es posible que otros residuos Lys o Cys de RFA4 puedan ser 

susceptibles de ser ubiquitinados. 

Por otro lado, quisimos examinar si la mutación Cys361Ala afectaba a la 

capacidad de RFA4 para ubiquitinar al sustrato PYL4. Para ello realizamos un 

ensayo de una ubiquitinación in vivo en el que coexpresábamos GFP-PYL4 en 

hojas de N. benthamiana junto a HA-RFA4∆C o HA-RFA4∆CCys361Ala (Figura 

22). Dos días después de la agroinfiltración se prepararon muestras de discos 

de extractos de proteínas, y se inmunoprecipitaron usando anti-GFP. El 

análisis se realizó mediante una inmunotransferencia, usando para ello 

cuatro anticuerpos diferentes (Figura 50). Para las muestras donde GFP-PYL4 

se coexpresó junto a HA-RFA4∆C, se usaron los anticuerpos anti-GFP, anti-

PYL4 y anti-Ub, revelando una mayor ubiquitinación de PYL4 en comparación 

con las muestras en las que se coexpresó GFP-PYL4 junto a HA-

RFA4∆CCys361Ala (Figura 50). Estos resultados indican, por lo tanto, que la 

Cys361 es un residuo importante para la actividad de RFA4. Además, se 

podría deducir que la co-IP de HA-RFA4∆CCys361Ala y GFP-PYL4, 
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probablemente se vio favorecida porque la proteína del mutante Cys361Ala 

se presenta a un nivel de expresión más alto (panel anti-HA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Ubiquitinación in vivo de PYL4 por RFA4ΔC en células de hoja de N. benthamiana. Las 
agrobacterias que codifican GFP-PYL4 se coinfiltraron en células de N. benthamiana con agrobacterias que 
codifican HA-RFA4ΔC o RFA4ΔCCys-361Ala. Los extractos de proteínas se inmunoprecipitaron usando anti-GFP 
y posteriormente se inmunotransfirieron con anticuerpos anti-GFP, anti-PYL4, anti-Ub y anti-HA. *, P <0.05 
(prueba t de Student) en comparación con el tipo silvestre. Los valores de las gráficas son promedios ± sd 
obtenidos de tres experimentos independientes (n = 5 hojas en cada experimento). 
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RFA1 y RFA4 promueven la degradación 
in vivo de los receptores ABA. 

Una vez confirmada la capacidad de RFA1 y RFA4 para interactuar con los 

receptores de ABA PYR1 y PYL4, así como su capacidad para ubiquitinarlos, 

realizamos experimentos de coinfiltración en hojas de N. benthamiana para 

comprobar si RFA1/RFA4 pueden promover la degradación de sus sustratos 

diana en condiciones in vivo (Zhao et al., 2013). Para ello, cantidades 

crecientes de Agrobacterium, las cuales dirigen la expresión de las E3 ligasas, 

fueron coinfiltradas conjuntamente con agrobacterias que codifican 

constructos para expresar diferentes receptores de ABA. Seguidamente, las 

muestras fueron recolectadas para la detección de los niveles de expresión 

de proteína y de ARNm (Figura 56A-B). El análisis de estos resultados 

muestra como las cantidades crecientes de RFA1 condujeron a un descenso 

progresivo de los niveles de proteína para PYR1 y PYL4, mientras que el 

control interno de GFP no se vio significativamente afectado por el aumento 

progresivo en la cantidad de RFA1 (Figura 56A). Del mismo modo, cantidades 

crecientes de RFA4 llevaron a degradación a PYR1 y PYL4, mientras que el 

control interno de RFP se mantuvo estable (Figura 56B). 
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También analizamos si RFA1 podía promover la degradación de PYR1 y PYL4 

mediante la realización de un ensayo de degradación semi-in vivo (Liu et al., 

2010). Para la realización de este experimento, RFA1 y cada PYR/PYL se 

expresaron por separado a través de diferentes agroinfiltraciones. Después 

mezclamos los extractos de N. benthamiana que contienen RFA1 con cada 

uno de los PYR/PYL y monitoreamos los niveles de proteína después de 1 h 

de incubación a 4 0 C (Figura 57). La adición de RFA1 mejoró la degradación 

de PYR/PYL en comparación a la muestra con extracto no agroinfiltrado 

utilizándolos como un simulacro del experimento anterior. Cuando se 

Figura 56. Análisis de la degradación promovida por RFA1 y RFA4 de PYR1 y PYL4 in vivo A, B. Se observó degradación 

in vivo de PYR1 o PYL4 en la coinfiltración experimentos con cantidades crecientes de RFA1 o RFA4. La relación de 

la concentración relativa de las agrobacterias utilizadas en las diferentes infiltraciones se indican mediante números 

(arriba). En A, los extractos celulares fueron analizado usando anti-HA para detectar PYR1/PYL4 marcado con HA y 

anti-GFP para detectar GFP-RFA1, mientras que en B. Se usó anti-HA para detectar PYR1/PYL4 marcado con HA y 

HA-RFA4. Anticuerpos anti-GFP o anti-RFP se utilizaron para detectar el control interno de GFP o RFP, 

respectivamente. Los niveles de expresión de ARNm de los genes PYR1 y PYL4 objetivo y ACTIN8 (ACT8) se analizaron 

por RT-PCR. Las masas moleculares de las proteínas marcadoras se indican en kDa. 

 



  RESULTADOS I 

124 
 

incluyó el inhibidor del proteosoma MG132, el nivel de PYR/PYL aumentó 2-

3 veces con respecto a la muestra que carece del inhibidor, por lo que RFA1 

promueve la degradación de PYR1 y PYL4 a través de la vía del proteosoma 

26S.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Experimentos de extractos de células de N. benthamiana muestran PYR1/PYL4 marcado con HA 
degradación es promovida por RFA1. La degradación de HA-PYL4 o HA-PYR1 se realizó mezclando extractos de 
células N. benthamiana de agroinfiltraciones separadas. El extracto de HA-PYL4 o HA-PYR1 se mezcló con extracto 
de RFA1-GFP o extracto de control simulado e incubado a 4ºC durante 1 h, ya sea en ausencia o presencia de MG132. 
Las proteínas se detectaron por inmunotransferencia como se describió anteriormente. La tinción de Ponceau de la 
proteína rubisco se muestra como un control de carga. Los paneles de la derecha muestran la cuantificación del 
experimento. * indica P <0.05 (prueba t de Student) en comparación con la muestra tratada simulada 
correspondiente 
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Identificación de UBC26 como la enzima 
asociada E2 de localización nuclear que 
interactúa con la E3 ligasa RFA4.  

La unión de Ub a las proteínas sustrato es catalizada por la acción concertada 

de enzimas E1, E2 y E3. Las E3 ligasas median, dentro de la maquinaria de 

ubiquitinación, la especificidad del sustrato; sin embargo, las E2 también 

juegan un papel clave para mediar en el ensamblado de la cadena de Ub con 

el sustrato (Callis, 2014; Kowarschik et al., 2018). En el caso de E3 ligasas 

tipo-RING/U-box, la acción concertada de la pareja E2/E3, regula la 

especificidad del sustrato y el tipo de modificación de Ub en esas proteínas 

diana (Zhao et al., 2013). En el caso de las E3s de mamíferos de tipo HECT y 

RBR, los residuos de Cys presentes en el sitio activo determinan el tipo de 

ubiquitinación, sin embargo, el mecanismo de acción de estas E3s vegetales 

es, actualmente, poco conocido (Dove et al., 2016; Kim & Huibregtse, 2009). 

Se desconoce en plantas, por lo tanto, la cohorte de enzimas E2 que 

funcionan junto con las ligasas de tipo RBR, así como cuáles son sus 

características y las consecuencias de esta interacción durante el proceso de 

ubiquitinación del sustrato. En el genoma de Arabidopsis se han identificado 

secuencias que codifican para 48 proteínas que contienen dominios UBC; sin 

embargo, solamente 37 de esas proteínas poseen la cisteína en el centro 

activo requerida para realizar la actividad de transferencia y unión de Ub de 

las enzimas E2 (Callis, 2014). Por este motivo, en este trabajo estamos 
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particularmente interesados en la identificación de enzimas E2s nucleares 

que pudieran interactuar con RFA4 para formar un complejo nuclear de 

E2/E3; para ello, y gracias la colaboración con el laboratorio del Dr. Alain 

Goossens (Universidad de Ghent, Departamento de Biotecnología y 

Bioinformática de Plantas, Ghent, Bélgica) en particular, a la Dra. Sabrina 

Iñigo, se realizó un rastreo mediante ensayos de doble híbrido de levadura 

(Y2H) con el objetivo de identificar enzimas E2 afines en la interacción con 

RFA4. Para estos estudios se realizaron las construcciones GAD-RFA4 o GAD-

RFA4∆C que fueron usadas como cebo para enfrentarlas a una biblioteca de 

levaduras pGBD que contenía 30 tipos diferentes de enzimas E2. Como 

resultado, encontramos que tanto UBC24 (PHO2) como UBC26, que 

pertenecen a la familia XI de proteínas E2 de Arabidopsis, interactúan con 

RFA4 y RFA4∆C (Figura 58A-B). El resto de enzimas E2 de la librería analizada, 

no mostraron ninguna señal de interacción con RFA4. 
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Figura 58. Ensayo Y2H entre RFA4 o RFA4∆C y un panel de 30 conjugaciones de Arabidopsis E2 Ub enzimas (UBC). 
A. RFA4 o B. RFA4∆C se fusionó con el dominio de activación de GAL4 (AD) en pGADT7 y todos los UBC fueron 
clonado en pGBKT7 como presas (Nagels et al., 2016). El dominio transmembrana de UBC32, UBC33 y UBC34 fue 
eliminado para evitar resultados falsos negativos (indicado como UBC32t, UBC33t y UBC34t). Los paneles superiores 
muestran crecimiento en medio sintético definido (SD) que carece de Leu (-Leu) y Trp (-Trp) suplementado con His 
(+ His), mientras que los paneles inferiores muestran crecimiento en SD medio que carece de Leu, Trp y His (SD-Leu-
Trp-His 
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Tras estos resultados, enfocamos nuestros trabajos especialmente en 

estudiar la interacción con UBC26, debido a que esta E2 contiene en su 

extremo C-terminal una señal de localización nuclear (KKKTRKR) (Figura 59).  

Figura 59. Alineamiento de secuencia de aminoácidos de UBC del grupo XI UBC23, UBC24, UBC25 y UBC26. Solo 

UBC26 contiene una señal de localización nuclear (caja roja). La subfamilia UBC23/24 contiene una región N-

terminal extra larga que no está presente en subfamilia UBC25/26. Los residuos de aminoácidos conservados en 

el extremo C (en negrita) delimitan el dominio del núcleo catalítico presente en todas las enzimas E2. 

 

                                                                                                                                                                                               
                 *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *       120         *       140         *       160         *             
UBC23 : MEHEQDDPGTSTNVGVDSSVDDSMASLSICDSEHPNIYRQDIVKNKKTGSVGVVSEVAGDSDSDSDISDEEEDDDDDEDNDDDDEDVEEGKKASEENVVNGDGEKKADGNYKCGALEGDQIRVLWMDNTEPVQDINDVTVIDRGFLHGDYVASASEPTGQVGVVVDVNISVDLLAP :  176
UBC24 : ------------------------MEMSLTDSDW-------------------------DSSSDSGSS--E------------HEEVEFSYGGRAQNIFS--------------------------NLEETIGKIDEFLSFERGFMYGDIVRSATEPSGQSGRVINIDMFVNLEST :   87
UBC25 : -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :    -
UBC26 : -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :    -
                                                                                                                                                                                               
                                                                                                                                                                                               
         180         *       200         *       220         *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *       340         *         
UBC23 : DGSIHKDISTKNLKRVRDFAVGDYVVHGPWLGRIDDVLDNVTVLFDDGSMCKVLRVEPLRLKPIPKNNLEEDANFPYYPGQRVKASSSSVFKNSRWLSGLWKPNRLEGTVTKVTAGSIFVYWIASAGFGPDSSVSPPEE-QNPSNLTLLSCFTHANWQVGDWCLLPSLNQSATIPL :  351
UBC24 : HGKIMKEVDTKRLQKLRSISLSDYVINGPWVGRVDKIVERVSVTLDDGTNYEVLVDGQDKLVAIPPN-LLEDSQYSYYPGQRVQVKLAHAPRSTTWLCGTWRGTQVMGTVCTVEAGLVYVDWVASIVMEGDRNLTAPQALQNPESLTLLPCVSHASWQLGDWCILPGS-------- :  254
UBC25 : -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :    -
UBC26 : -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :    -
                                                                                                                                                                                               
                                                                                                                                                                                               
             360         *       380         *       400         *       420         *       440         *       460         *       480         *       500         *       520               
UBC23 : HKHVSKLRLYDSQADRQQKIGRDLEDVQDEVSGKVEPAGITAEALPKVTSDDPPQRNPSVSKEPVHEPWPLHRKKIRKLVIRKDKKVKKKEESFEQALLVVNSRTRVDVSWQDGTIECRREAITLIPIETPGDHEFVSEQYVVEKTSDDGDNTTEPRRAGVVKNVNAKDRTASVRW :  527
UBC24 : -----------SHCD------------------------IAERQTPNVAAYNLNECHKTFQKG-------FN----RN----------MQNSGLDELFVITKTKMKVAVMWQDGSCSLGVDSQQLLPVGAVNAHDFWPEQFVVEK------ETCNSKKWGVVKAVNAKEQTVKVQW :  368
UBC25 : -------------------------------------------MEPNVVEIATPP-------------------------------------------AASCSRIRTPTKA------------ETPEVIDVEEYDLQNGGVPNGN------N-VDYKNKGKAIDFDSMSYGDYGEE :   71
UBC26 : -------------------------------------------MEPDVVEIPPPPL------------------------------------------IASGSRTRKPRK-------------AVPEVIDVESYEFRNVGVVKDN------NVVDKKNKGKAIQVDSFSFNN---- :   68
                                                     P V     p                                                34 4                     6  v    f     v         n    4  G    v1                 
                                                                                                                                                                                               
         *       540         *       560         *       580         *       600         *       620         *       640         *       660         *       680         *       700           
UBC23 : LNPLRRAEE-PREFEKEEIVSVYELEGHPDYDYCYGDVVVRLSPIAVALPASSPGNSFEEATQQDNGYQDSESHQEAKILVDKEENEPSTDLSKLSWVGNITGLKDGDIEVTWADGTISTVGPHAVYVVGRDDDDESVAGESETSDAASWETLNDDDRGAPEIPEEDLGRSSSIEG :  702
UBC24 : TIQVEKEATGCVDEVMEEIVSAYELLEHPDFGFCFSDVVVKLLPEGKFDPN---------A--------DTIVATEAKHLLTESD---YSGAYFLSSIGVVTGFKNGSVKVKWANGSTSKVAPCEIWKMERSEYSNSSTVSSEGSVQDLSQKISQSDEASSNHQETGLVKLYSVGE :  524
UBC25 : DEYAVGSPG-DDYGYPESSPLSNSLLDPESLIYEDDENYSEQYDFE-MEAE-------------------PDNYSMYQDLFDGKD-----------------IPTGVEVSMDWFPNSADKESASSSKSSHANNGNNSSKKATKASGIHSQFSSD---------METPVAQPWNALP :  200
UBC26 : ---------------VQSHHHGSSLLNLETFQDYYGHKNIPFSEFANQPID-------------------VDDYSMYQDVLDPKD-----------------VPAGAEVTVPWGLNSSSKGTAKSSISIMRSQSMKGYGTVSLAT--------------------TNVPQLWD--- :  170
                        2       Ll                                                     6 d  d                       6 6 W   3 sk          r     s    3  3                   et 6               
                                                                                                                                                                                               
             *       720         *       740         *       760         *       780         *       800         *       820         *       840         *       860         *       880       
UBC23 : NSDADIYAENDSGRNGALALPLAAIEFVTRLASGIFSRARKSVDSSSSDYTVENVYKQAESTNPSDET-DSLDDPSPSKVNVTDNCESKGTQANAKNILSGETSTFLEDEDKPVPSEGDSCSFRRFDISQDPLDHHFLGVD---GQKTKERQWFKKVDQDWKILQNNLPDGIFVRA :  874
UBC24 : SCNENIPECS------SFFLPKAAIGFITNLASSLFG-YQGSTSVISSHSRCNDSEDQSDSEVLVQETAESYDNSETNSGEVDMTTTMVNIPIEGKGINKTLDSTLLENSRNQVR-------FRQFDMVNDCSDHHFLSSDKGLAQSQVTKSWVKKVQQEWSNLEANLPNTIYVRV :  686
UBC25 : HKAEGVIPNS------AYALPQNSKAFQPPYAVHYSALKTAFS---------NYLQPQTPDTVLGEAPAPAAGSSGLLPPNTPGFKSNAARFKEEPPILPPDDSRVKRNMEDYLGL---YLFFKRFDIVEDFSDHHYASKGT--TSKQHSKDWAKRIQDEWRILEKDLPEMIFVRA :  356
UBC26 : -----------------YTLPQQNQAIYS--SVSFSAV-----------------QPQTPDVVMVTNPTPN-------PFSYDASASSSHPIAAEPISSVQDSSNARKLKEEFL------RDFKRFDTVEDFSDHHYASKGK--SSKQHSKNWVKKVQADWKILENDLPEAISVRA :  295
                           LP     f    a                         Q    v                                  i     S         6        F4rFD v D sDHH5 s       kq  4 W K46q  W iL2 1LP  I VRa       
                                                                                                                                                                                               
                 *       900         *       920         *       940         *       960         *       980         *      1000         *      1020         *      1040         *             
UBC23 : YEDRMDLLRAVIVGAFGTPYQDGLFFFDFHLPSDYPSVPPSAYYHSGGWRLNPNLYEEGKVCLSLLNTWTGRGNEVWDPKSSSILQVLVSLQGLVLNSKPYFNEAGYDKQVGTAEGEKNSLGYNENTFLLNCKTMMYLMRKPPKDFEELIKDHFRKRGYYILKACDAYMKGYLIGS : 1050
UBC24 : CEERMDLLRAALVGAPGTPYHDGLFFFDIMLPPQYPHEPPMVHYHSGGMRLNPNLYESGRVCLSLLNTWSGSGTEVWNAGSSSILQLLLSFQALVLNEKPYFNEAGYDKQLGRAEGEKNSVSYNENAFLITCKSMISMLRKPPKHFEMLVKDHFTHRAQHVLAACKAYMEGVPVGS :  862
UBC25 : YESRMDLLRAVIIGAQGTPYHDGLFFFDIFFPDTYPSTPPIVHYHSGGLRINPNLYNCGKVCLSLLGTWSGNQREKWIPNTSTMLQVLVSIQGLILNQKPYFNEPGYERSAGSAHGESTSKAYSENTFILSLKTMVYTMRRPPKYFEDFAYGHFFSCAHDVLKACNAYRNGATPGY :  532
UBC26 : CESRMDLLRAVIIGAEGTPYHDGLFFFDIQFPDTYPSVPPNVHYHSGGLRINPNLYNCGKVCLSLLGTWAGSAREKWLPNESTMLQLLVSIQALILNEKPYFNEPGYVQSAGTASGESKSKVYSENVFLLSLKTMVYSIRRPPQHFEEYVQNHYFVRSHDIVKACNAYKAGAPLGS :  471
         E RMDLLRAv66GA GTPYhDGLFFFDi  P  YPs PP vhYHSGG R6NPNLY  G4VCLSLL TW G   E W p  S36LQ6L6S Q L6LN KPYFNE GY    G A GE  S  Y EN F66  K3M6y 6R4PPk FE     H5  r   66kAC AY  G   Gs       
                                                                                             
        1060         *      1080         *      1100         *      1120         *           
UBC23 : LTKDASVIDERSSANSTSVGFKLMLAKIAPKLFS-ALSEVGADCNEFQHLQQQ------------------------- : 1102
UBC24 : SAN----LQGNSTTNST--GFKIMLSKLYPKLLE-AFSEIGVDCVQEIGPES-------------------------- :  907
UBC25 : LVKGAPDVEENSAGMSS-LKFRTDVATFVETVLLKEFILLGVLGLEPEEEEKTPETIIVAESSKCTRSRSKRDRVSSS :  609
UBC26 : MVKGGVQDLEEARQSGS-KKFKTDVASFMQTVVD-EFVKLGVKELAEKPEPPMSNANTENQSKKKTRKRSRSSR---- :  543
          k      e s   s3   F4  6a     6    f  6Gv                                           NLS 
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Recurrimos de nuevo a la base de datos (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-

bin/efpWeb.cgi ; (Waese et al., 2017)) para obtener los niveles de expresión 

del ARNm de UBC26 y los comparamos con los datos de microarrays de 

RFA4, estos datos muestran que la enzima E2 UBC26 se expresa en estadíos 

similares a la E3 ligasas RFA4 (Figura 60). 

 

 

Figura 60. Datos expresión relativa genes UBC26 y RFA4 en silícua y en diferentes etapas del desarrollo 
embrionario de la semilla. Los datos de expresión se obtuvieron de experimentos descritos en la base de datos 
pública AtGenExpress (Goda et al., 2008) utilizando microarrays de Affymetrix para Arabidopsis y visualizados 
mediante la herramienta de visualización AtGenExpress ubicada en http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi. En la parte inferior de la gráfica se representa los niveles de expresión en semilla de RFA4. 

 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi.%20En
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi.%20En
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De hecho, estudios de localización mediante el análisis de proteínas de 

fusión GFP-UBC26, muestran que ésta se localiza en el núcleo (Figura 61), 

mientras que UBC24 se encuentra colocalizada principalmente con 

marcadores del retículo endoplasmático (ER) y de Golgi (Liu et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, para UBC26 también se ha observado que, además de 

interactuar con RFA4, también es capaz de interactuar con RFA1 en ensayos 

de Y2H; sin embargo, y ya que RFA1 posee localización citosólica es probable 

que otras UBC no identificadas interactúen con RFA1 en esta localización. 

Adicionalmente, utilizando ensayos de Y2H, pudimos confirmar que RFA1 y 

Figura 61. GFP-UBC26 se localiza en el núcleo tras la expresión transitoria en N. benthamiana, 
mientras que GFP-UBC24 parece estar asociado a la membrana. El análisis de inmunotransferencia 
usando anti-GFP se usó para verificar la expresión de GFP-UBC26 



  RESULTADOS I 

131 
 

RFA4∆C podrían interactuar con los receptores de ABA (Figura 62) lo que 

indica que estas E3 pueden interactuar en ensayos de Y2H con ambas 

proteínas, es decir tanto con la enzima E2 afín, como con el sustrato diana.  

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

El estudio en planta de la interacción entre RFA1 o RFA4 con UBC26, fue 

realizado mediante ensayos de BiFC (Figura 30). En ellos, coexpresamos, en 

células de hojas de N. benthamiana, las distintas proteínas de fusión YFPN-

RFA4, YFPN- RFA4∆C o YFPN-RFA1 junto a YFPC-UBC26 y pudimos demostrar 

que interactúan en el núcleo de estas células. Por el contrario, aunque los 

niveles de expresión fueron similares a otras RFAs, la proteína RFA5, 

estrechamente relacionada con RFA1/4, no interactuaba con UBC26, (Figura 

63, véase Figura 31 datos de expresión de RFA5). Los focos de expresión 

nucleares formados por la interacción de RFA4-UBC26 fueron diferentes a 

los formados por la interacción de RFA4∆C-UBC26, resultando estos últimos 

Figura 62. UBC26 y el complejo receptor UBC26-RFA4-ABA se localizan en el núcleo. interacciones 
Y2H de RFA1 y RFA4. Los cultivos de levadura transformada se cultivaron durante la noche en un 
medio líquido sintético definido (SD) que carece de Leu y Trp, y a una dilución (10−1) de estos 
cultivos se dejó caer en un medio de control que carece de Leu y Trp (SD – Leu – Trp + His) o 
medio selectivo que además carece de His (SD – Leu – Trp – His). Se usaron vectores vacíos como 
controles negativos, y se permitió que la levadura creciera durante 3 días a 30 ° C antes de que 
se puntuara la interacción. 
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más similares a los focos de expresión de RFA1-UBC26. Estos resultados nos 

hacen sugerir que, aunque el dominio ácido C-terminal de RFA4 resulta 

prescindible para la interacción con el sustrato y la E2, puede jugar un papel 

determinante en la ubicación de la interacción en unos territorios nucleares 

diferentes. 

Finalmente realizamos un ensayo del tipo BiFC multicolor (Gehl et al., 2009) 

para analizar la posible formación de complejos nucleares receptor-E3-E2. 

Como resultado, demostramos la capacidad de RFA4 (E3) de interaccionar 

con ambas proteínas, la E2 (UBC26) y los receptores de ABA (PYL4/8), 

cuando se coexpresan en células de tabaco (Figura 64) 

Figura 63. Interacción BiFC de RFA4 y UBC26 en el núcleo de las células epidérmicas de N. benthamiana. Las 
imágenes de confocal muestran células de hoja transformadas transitoriamente que coexpresan YFPC-UBC26 y 
YFPN-RFA4, RFA4ΔC, RFA1 o RFA5. Tenga en cuenta que la interacción E2-E3 decora las motas nucleares, mientras 
que la interacción PYL4-E3 está ausente en el nucléolo. La eliminación del dominio ácido de RFA4 cambia el patrón 
nuclear de la interacción E2-E3 en comparación con RFA4FL. YFPC-UBC26 no interactúa con YFPN-RFA5, que es otro 
miembro de la familia RFA. La cuantificación de la señal YFP fue analizada por el software ImageJ, y las unidades 
arbitrarias de fluorescencia se indican en números 
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Otros trabajos han descrito la dificultad de expresión de UBC26 en 

Escherichia coli (Zhao et al., 2013). Realmente, algunas E2 no son inducidas 

o son insolubles cuando son expresadas en bacterias y en estos casos, la 

actividad catalítica de las E2 puede ser recuperada después de ser 

expresadas en plantas (Zhao et al., 2013). Debido a que nosotros 

expresamos con éxito GFP-UBC26 por agroinfiltración en células de tabaco y 

que, además, podían detectarse complejos nucleares PYL4-RFA4-UBC26 

(Figura 64), decidimos configurar un ensayo de ubiquitinación in vivo en el 

que participasen GFP-PYL4, GFP-UBC26 y GFP-RFA4 (Figura 65). Estas 

Figura 64. Multicolor BiFC revela la formación de complejos nucleares E2-E3-PYL4/8. Las imágenes de confocal 
muestran células epidérmicas de N. benthamiana transformadas transitoriamente que coexpresan SCFPC-RFA4, 
SCFPN-PYL4/8 y VENUSN-UBC26. La interacción RFA4-PYL4/8 se visualizó mediante la reconstitución de la SCFP, 
mientras que la interacción RFA4-UBC26 dio lugar a la proteína fluorescente SCFPC-VENUSN. SCFPC-RFA4 
coexpresado con SCFPN o VENUSN no reconstituyó la proteína fluorescente 
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proteínas de fusión a GFP, fueron entonces inmunoprecipitadas y 

posteriormente analizados los niveles de ubiquitinación de PYL4 usando los 

anticuerpos anti-PYL4 y anti-Ub, respectivamente (Figura 65). Las formas 

proteicas de mayor peso molecular de PYL4, fueron reconocidas tanto por 

anticuerpos anti-PYL4 como anti-Ub y los niveles obtenidos se vieron 

enriquecidos notablemente cuando las proteínas E2/E3 fueron 

coexpresadas junto a PYL4, lo que sugiere que la ubiquitinación de PYL4 se 

vio aumentada por la acción de UBC26 y RFA4 (Figura 65). Sin embargo, 

también pudimos detectar niveles bajos de ubiquitinación de PYL4 en células 

de N. benthamiana en ausencia de coexpresión de E2/E3. Este hecho había 

sido también observado previamente en líneas de Arabidopsis que 

expresaban HA-PYL4 (Bueso et al., 2014b). Estos niveles bajos de 

ubiquitinación observados podrían ser explicados por la existencia de niveles 

endógenos de enzimas E2/E3 en Nicotiana.  

 

Figura 65. Ubiquitinación in vivo de PYL4 por UBC26-RFA4 en células de hoja de N. benthamiana. Las agrobacterias 
que codifican GFP-PYL4 se coinfiltraron en células de N. benthamiana con agrobacterias que carecen o codifican 
proteínas GFP-UBC26/GFP-RFA4 (-/+ E2E3). Los extractos de proteínas se inmunoprecipitaron usando anti-GFP y 
luego se inmunotransfirieron con anti-GFP, anti-PYL4 y anti-Ub para detectar la ubiquitinación de GFP-PYL4 en 
ausencia o presencia de proteínas GFP-UBC26/GFP-RFA4. La extracción de GFP-RFA4 para el análisis SDS-PAGE 
parece ser ineficiente debido al gran dominio ácido C-terminal. 
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Para finalizar, observamos que cuando expresábamos GFP-PYL4 junto a E2 o 

E3, el nivel basal de ubiquitinación de PYL4 no sufrió un aumento 

significativo (Figura 66).  

Para proporcionar un apoyo genético al posible papel que juega UBC26 en 

la señalización del ABA, nos propusimos la generación de líneas de 

Arabidopsis, mediante la metodología CRISPR/Cas9, específicamente 

dañadas para la función ejercida por UBC26 (Figura 67). Los alelos ubc26-c1 

y ubc26-c2 creados, contienen la inserción de una base en la posición 1215 

(contando desde el ATG) que genera una mutación de tipo frameshift 

(cambio en el marco de lectura) y la aparición de un codón de parada 

alternativo en la posición 1246. Como resultado de estas inserciones, el 

Figura 66. La expresión de GFP-PYL4 con sólo la E2 (UBC26) o la E3 (RFA4) no mejora significativamente 
ubiquitinación basal de PYL4. Las agrobacterias que codifican GFP-PYL4 se coinfiltraron en células de N. benthamiana 
con agrobacterias que carecen o codifican proteínas GFP-UBC26 o GFP-RFA4. Los extractos de proteínas fueron 
inmunoprecipitados usando anti-GFP y luego inmunotransfirieron con anti-GFP, anti- PYL4 y anti-Ub para detectar 
la ubiquitinación de GFP-PYL4 en ausencia o en presencia de proteínas GFP-UBC26 o GFP-RFA4. Extracción de GFP-
RFA4 para el análisis SDS-PAGE parece ser ineficiente debido al gran dominio ácido C-terminal. 
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dominio de conjugación de ubiquitina de la E2 UBC26 se encuentra 

interrumpido (Figura 67A-B) 

Figura 67. Generación alelos de pérdida de función mediados por CRISPR/CAS9 de UBC26. A. Esquema de el gen 

UBC26 y la localización de la secuencia de direccionamiento de sgRNA. La flecha indica la posición de la secuencia 

seleccionada en UBC26. B. La cromatografía de secuenciación muestra la adición de un nucleótido único en los 

alelos ubc26-c1 y ubc26-c2. Nucleótido La alineación de la secuencia revela una inserción de base en la posición 

1215 (contando desde el ATG) de UBC26. La secuencia mostró corresponde a la cadena no codificante. 
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Analizamos, posteriormente, la sensibilidad a ABA de los alelos ubc26-c1 y 

ubc26-c2 en ensayos de germinación y crecimiento de raíces, y encontramos 

que, ambos alelos mostraban una mayor sensibilidad a la inhibición de 

plántulas mediada por ABA en establecimiento y crecimiento de la raíz 

(Figura 68) 

Figura 68. Fenotipo de alelos de pérdida de función generados por CRISPR/CAS9 de UBC26. Mayor sensibilidad 
a la inhibición mediada por ABA del establecimiento de plántulas (arriba) y crecimiento de raíz (abajo) de los 
alelos ubc26-c1 y ubc26-c2 en comparación con el tipo silvestre. Barras = 1 cm. 
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Por otro lado, decidimos analizar los niveles de proteína endógena PYL4, 

utilizando para ello, los anticuerpos específicos descritos por Yu et al., 2016, 

con el fin de determinar en ensayos in vivo si estos mutantes, al tener 

afectada la función de UBC26, tenían también alterada la capacidad 

degradativa de receptores del ABA. Observamos que, en ambos alelos, estos 

niveles de PYL4, eran superiores a los observados en plantas de fenotipo 

silvestre (Figura 69). Este resultado nos sugiere que UBC26 media la 

degradación nuclear de PYL4, probablemente a través de su interacción con 

RFA4.  

Figura 69. Acumulación de la proteína PYL4 endógena en los alelos ubc26-c1 y ubc26-c2 en comparación con el 
tipo silvestre. Las plántulas de los genotipos indicados se cultivaron durante 7 días en medio MS, y las proteínas 
totales se extrajeron y se sometieron a análisis de inmunotransferencia usando los anticuerpos indicados. La 
actina se analizó como un control de carga de proteínas, y se cuantificaron los niveles relativos de proteína PYL4. 
Los valores son promedios ± SD obtenidos de tres experimentos independientes (n> 20 plántulas en cada 
experimento). *, P <0.05 (prueba t de Student) en comparación con Col de tipo silvestre 
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El doble mutante rfa1 rfa4 acumula más 
cantidad de receptores PYR1 y PYL4. 

 Examinamos la colección ABRC/NASC para identificar mutantes ADN–T 

(inserciones de T-DNA) en rfa1 y rfa4 (Figura 70). La inserción de ADN-T 

perjudica fuertemente la expresión de RFA1 y RFA4.  

Figura 70.  Diagrama esquemático de los genes RFA1 y RFA4, que muestra la posición de la inserción de ADN-T en 
los alelos rfa1 y rfa4, así como los cebadores utilizados para el genotipado de los mutantes y el análisis RT-qPCR. 
Expresión relativa de los genes RFA1 y RFA4 en el mutante ADN-T correspondiente en comparación con el de tipo 
silvestre.  
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Sin embargo, los mutantes simples rfa1 y rfa4 muestran la misma 

sensibilidad a ABA que las plantas de genotipo silvestre (Figura 71). Este 

hecho, probablemente refleja una cierta redundancia funcional en esta 

familia de proteínas que, también es observada en otras familias 

multigénicas. 

Figura 71. A Los mutantes individuales no muestran diferencias significativas con respecto al silvestre. La sensibilidad a la 
inhibición mediada por ABA del establecimiento de plántulas no se modifica significativamente en rsl1 (Bueso et al., 2014), 
mutantes rfa1 y rfa4 con respecto al silvestre. Se sembraron aproximadamente 100 semillas de cada genotipo (tres 
experimentos independientes) en placas de MS carente o suplementado con 0.5 µM ABA y puntuado por la presencia de 
ambos cotiledones verdes y el primer par de hojas verdaderas después de 7d. (*) indica p <0.01 (Prueba t de Student) con 
respecto al silvestre analizado en la misma condición. B. Cuantificación de la inhibición del crecimiento de raíz mediada 
por ABA en los genotipos indicados en comparación con el silvestre. La sensibilidad a la inhibición del crecimiento radicular 
mediada por ABA no se modifica significativamente en el mutantes rsl1, rfa1 y rfa4 con respecto al silvestre. El doble 
mutante hab1-1 abi1-2 es un control que muestra una mayor sensibilidad al ABA. Las fotografías muestran plántulas 
representativas 10 días después de la transferencia de plántulas de 4 días en placas carentes o suplementadas con 10 µM 
ABA. Barras = 1 cm. 
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Por este hecho, generamos un doble mutante para rfa1 rfa4 y 

posteriormente analizamos su sensibilidad a ABA en germinación (Figura 

72). Como control para este estudio, utilizamos la línea de RNAi 7.16.2, la 

cual es hipersensible a ABA y que se encuentra afectada en la expresión de 

al menos, tres miembros de la familia RSL1/RFA1, como son, RSL1, RFA1 y 

RFA3 (Bueso et al., 2014). El doble mutante rfa1 rfa4 mostró afectación en 

la germinación y además un aumento en la sensibilidad a la inhibición 

mediada por ABA en establecimiento de plántulas, en comparación con 

plántulas de tipo silvestre. 

Figura 72. El doble mutante rfa1rfa4 muestra una mayor sensibilidad a ABA que el de tipo silvestre. En la parte superior se 
muestra una fotografía que representa el experimento de establecimiento de plántulas a 7d después de la estratificación. A. 
Ruptura de testa (germinación), se midió a las 36h para los genotipos indicados. B. Mayor sensibilidad a la inhibición mediada 
por ABA del establecimiento de plántulas. Aproximadamente 100 semillas de cada genotipo se sembraron en placas MS que 
carecían o se suplementaban con 0,5 μm de ABA y se midieron después de 7d por la presencia de ambos cotiledones verdes 
y el primer par de hojas verdaderas. Para A y B, los valores son promedios ± sd obtenidos de tres experimentos 
independientes (n> 100 semillas; *, P <0.01 (prueba t de Student) con respecto al tipo silvestre. 
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El doble mutante rfa1 rfa4 también presentó un aumento de sensibilidad a 

ABA en los ensayos de crecimiento de raíz frente en comparación con las 

plántulas de tipo silvestre (Figura 73). 

Como añadido en estos estudios, realizamos experimentos de pérdida de 

agua en hojas separadas del doble mutante rfa1rfa4. Estas hojas no 

mostraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de pérdida de 

agua frente a las hojas de genotipo silvestre (Figura 74A), estos resultados, 

están en línea con los bajos niveles de expresión de RFA1 y RFA4 detectados 

en células guarda (Código de acceso GSE41054 y GSE118520, base de datos 

GEO). Usando termografía infrarroja sobre hojas para monitorear la 

transpiración, no observamos diferencias significativas en el doble mutante 

rfa1 rfa4 en comparación con el tipo silvestre; sin embargo, la línea ARNi 

7.16.2 si mostró un aumento significativo de la temperatura de la hoja 

Figura 73. Mayor sensibilidad a la inhibición del crecimiento radicular mediada por ABA en el doble mutante rfa1rfa4 
con respecto al de tipo silvestre. los valores son promedios ± sd obtenidos de tres experimentos independientes (n> 
20 plántulas; *, P <0.01 (prueba t de Student) con respecto al tipo silvestre ensayado en las mismas condiciones. Las 
fotografías muestran plántulas representativas 10 días después de la transferencia de plántulas de 4 días de edad a 
placas MS que carecen o se complementan con 10 µm de ABA. Barras = 1 cm. 
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(Figura 74B). Esto sugiere que la ubiquitinación y la endocitosis de los 

receptores de ABA activados por RSL1 podrían regular la apertura 

estomática al igual que lo observado para los componentes de la vía ESCRT, 

FYVE1/FREE1 y ALIX (Belda-Palazon et al., 2016; García-León et al., 2019).  

Finalmente examinamos los niveles de proteína de dos receptores, PYR1 y 

PYL4, que juegan un papel importante en la señalización de ABA y para los 

cuales teníamos anticuerpos específicos disponibles. El anticuerpo PYR1 fue 

ensayado con extractos de proteína preparados de un mutante de pérdida 

de función de PYR1, en concreto el alelo pyr1-10 descrito en Park et al., 2009, 

el cual muestra una mutación puntual en el residuo de Met1 a Lys que 

provoca la pérdida del codón de inicio de la traducción de la proteína (Figura 

75A). Gracias al laboratorio del Dr. Qi Xie, desde el que nos cedieron el 

Figura 74. A. Pérdida de agua en hojas desprendidas de los genotipos indicados. La pérdida de peso fresco se midió 
en hojas separadas de plantas de 15 días de edad sometidas a la atmósfera de secado de una cabina de flujo laminar. 
Los valores son promedios ± sd obtenidos de tres experimentos independientes (n = 5 plantas en cada 
experimento), y nos indica una diferencia no significativa al comparar (usando la prueba t de Student) con los datos 
del de tipo silvestre y rfa1 rfa4. B, la temperatura de la hoja de los genotipos indicados se cuantificó por termografía 
infrarroja. Los datos son medias ± sd (n = 5, aproximadamente 1,000 mediciones de píxeles cuadrados de varias 
hojas de cada planta). *, P <0.05 (prueba t de Student) con respecto a Col de tipo silvestre 
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anticuerpo anti PYL4, analizamos los niveles de proteína en extractos de 

proteína obtenidos del mutante de inserción de ADN-T (Sail_517_C08) pyl4-

1 y del tipo silvestre (Figura 75B). 

Tras las correspondientes pruebas analizamos extractos de proteína 

preparados a partir del doble mutante rfa1 rfa4 y encontramos que acumula 

niveles más altos tanto de PYR1 como de PYL4 en comparación con plantas 

de tipo silvestre, al igual que ocurría con la línea de RNAi 7.16.2 (Figura 76). 

Figura 75. Especificidad de los anticuerpos α-PYR1 (Agrisera) y α-PYL4 (Yu et al., 2016). A. Esquema de los alelos 
de PYR1 (Park et al., 2009) arriba, en la parte inferior se muestra el análisis por inmunotransferencia de pyr1-10. 
B. Se muestra el análisis por inmunotransferencia de pyl4-1. Se cultivaron plántulas de los genotipos indicados 
durante 7 días en medio MS, se extrajeron las proteínas totales. La tinción de Ponceau fue analizada como un 
control de carga de proteínas 
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Este resultado confirma que la familia de E3 ligasas RSL1/RFA regula los 

niveles de proteína endógena de los receptores de ABA. 

Adicionalmente, realizamos un estudio sobre la cinética de degradación de 

la proteína PYL4 en presencia de cicloheximida (CHX) y pudimos observar 

como la degradación de PYL4 se vio ralentizada en las plantas que son dobles 

mutantes rfa1 rfa4 en comparación con las de tipo silvestre (Figura 77). 

Figura 76.  Acumulación de proteínas endógenas PYR1 y PYL4 en la línea rfa1 rfa4 y RNAi 7.16.2 en 

comparación con el tipo silvestre. Las plántulas de los genotipos indicados se cultivaron durante 7 días en 

medio MS, y las proteínas totales se extrajeron y se sometieron a análisis de inmunotransferencia usando 

los anticuerpos indicados. La actina se analizó como un control de carga de proteínas, y los niveles de 

proteína PYR1 o PYL4 se cuantificaron en relación con Col (tomado como 100%). Los valores son promedios 

± SD obtenidos de tres experimentos independientes (n = 10 plántulas por genotipo en cada experimento). 

*, P <0.05 (prueba t de Student) con respecto al de tipo silvestre. 
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Tras estos estudios, decidimos realizar un análisis que mostrara el efecto del 

tratamiento con ABA tanto en hojas como en raíces sobre el receptor 

endógeno PYL4 (Figura 78) y encontramos que el ABA promueve la 

degradación de PYL4 tanto en los tejidos del tipo silvestre como en el doble 

mutante rfa1 rfa4. Este resultado nos sugiere que la regulación negativa 

Figura 77. La degradación de PYL4 se retrasa en el mutante rfa1 rfa4 en comparación con el Col de tipo silvestre. 

Se cultivaron plántulas de Col o rfa1 rfa4 en medio líquido MS durante 10 días y luego se trataron con CHX de 50 

µm durante los períodos de tiempo indicados. La actina se analizó como un control de carga. Los histogramas 

muestran la cuantificación de los niveles de proteína PYL4 en muestras tratadas con CHX en relación con el tiempo 

0, cuyo valor se tomó como 100% para las muestras Col o rfa1 rfa4. Las puntas de flecha (en rojo) indican la banda 

correspondiente a PYL4. Los valores son promedios ± SD obtenidos de tres experimentos independientes (n = 10 

plántulas por genotipo en cada experimento). *, P <0.05 (prueba t de Student) con respecto a Col en el mismo 

punto de tiempo. 
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inducida por ABA sobre PYL4 puede ocurrir en ausencia de RFA1 y de RFA4, 

y se deba probablemente a través de una regulación negativa transcripcional 

sobre la expresión de PYL4 en respuesta a ABA (Goda et al., 2008; Santiago 

et al., 2009) y a través también de la degradación de proteínas a través de la 

vía ESCRT/vacuolar (Belda-Palazon et al., 2016; García-León et al., 2019). 

 

 

 

 

 

Figura 78. El tratamiento con ABA conduce a una disminución de la proteína PYL4. Las plántulas de Col o rfa1 rfa4 se 

cultivaron en medio MS líquido durante 10 días y luego se simularon o se trataron con 50 μM (ojo, lo otro es una 

medida de longitud, repasa en todo el texto) ABA durante 6 h. Se separaron los tejidos de las hojas y las raíces, y los 

extractos de proteínas se analizaron por inmunotransferencia usando anticuerpos anti-PYL4 y anti-ACT. Las puntas de 

flecha (en rojo) indican la banda correspondiente a PYL4. Un nuevo lote del anticuerpo anti-PYL4 reconoció una 

segunda banda debajo de PYL4. 
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La E3 ligasa RSL1 está localizada en la membrana plasmática (presenta un 

dominio transmembrana C- terminal) y cataliza la ubiquitinación que 

posteriormente promueve la degradación vía endosomal de los receptores 

de ABA, demostrado al menos para PYR1 y PYL4 (Belda-Palazon et al., 2016; 

Bueso et al., 2014b). Para ampliar el conocimiento sobre la regulación de 

RSL1 decidimos investigar su posible S-acilación, ya que esta modificación 

podría regular la actividad, el tráfico intracelular de la proteína o la 

conformación de RSL1. La S-acilación de proteínas, también conocida como 

palmitoilación, es una modificación post-trasduccional rápida y reversible 

(Resh, 2006) en la que los ácidos grasos de cadena larga, tales como 

palmitato o estearato, se unen covalentemente a determinados residuos de 

cisteína, a través de un enlace tioéster aumentando la hidrofobicidad de las 

proteínas que les permiten su anclaje a membrana (Batistič et al., 2008). 

Actualmente se sabe que esta modificación puede ser responsable de la 

localización subcelular y que interviene regulando funciones en las proteínas 

sobre las que actúa (Blaskovic et al., 2014; Running, 2014). Las proteínas que 

presentan dominios transmembrana también pueden presentar S-acilación 

de Cys adyacentes a los dominios transmembrana que puede influir en el 

recambio, el tráfico y la partición en microdominios de estas proteínas. 

Actualmente no existe una secuencia consenso firmemente establecida para 

identificar residuos susceptibles de S-acilación, y los resultados del software 

de predicción, como CSS-Palm http://csspalm.biocuckoo.org/online.php. 

(Ren et al., 2010) todavía están lejos de ser aceptablemente fiables. Por lo 

que se deben de realizar varios controles adicionales para asegurar la 

correcta elección de los residuos S-acilados. No obstante, el resultado 

http://csspalm.biocuckoo.org/online.php
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mostrado en la Tabla 5 predijo la existencia de residuos de cisteína con alta 

probabilidad de ser S-acilados en RSL1.  

Tabla 5. Identificación de residuos cisteína susceptibles de sufrir procesos de S-acilación. En rojo se identifican 
los residuos de cisteína presentes en la sección deleccionada ΔTM. Datos obtenidos mediante el software CSS Pal 
4.0.  

Posición Péptido Score Cutoff 

85 GINHISICCDHEYIF 4.189 2.412 

86 INHISICCDHEYIFE 4.793 3.717 

162 QKETCNICLNDDINA 11.603 10.722 

182 VDKSGHMCCSECVKR 9.633 2.412 

183 DKSGHMCCSECVKRH 6.231 3.717 

270 LNIGVRRCCVKCGEP 10.471 2.412 

274 VRRCCVKCGEPFCVK 4.444 2.412 

370 DDLDLTQCCGSCCCF 8.159 2.412 

371 DLDLTQCCGSCCCFV 4.759 2.412 

374 LTQCCGSCCCFVFFL 6.29 2.412 

375 TQCCGSCCCFVFFLV 9.182 2.412 

376 QCCGSCCCFVFFLVI 2.672 2.412 

 

En base a esta predicción y debido a las limitaciones que presenta el 

programa predictivo, inicialmente decidimos generar la proteína RSL1ΔTM 

(la cual, presenta la deleción del dominio transmembrana situado en el 

extremo C-terminal de RSL1, concretamente muestra una delección de los 
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residuos comprendidos entre la posición 354 hasta la posición 398). La 

modificación por S-acilación de las proteínas transmembrana se produce 

frecuentemente en una región citoplasmática o incluso al comienzo de un 

dominio transmembrana (Yik & Weigel, 2002). Teniendo en cuenta esta 

consideracion , los residuos elegidos para ser mutados fueron Cys370, Cys371, 

Cys374, Cys375 y Cys376. Como se puede ver en la Figura 79 los residuos de 

Cys374, Cys 375 y Cys376 se encuentran al comienzo del dominio TM descritos 

por Bueso et al. (2014), mientras que los residuos Cys370 y Cys371 se 

encuentran próximos a membrana, por ello creamos el mutante RSL1C5S (que 

incluye las mutaciones en los 5 residuos de Cys a Ser).  

Figura 79. Identificación de las Cys370, Cys371, Cys374, Cys375 y Cys376 correspondientes al dominio de RSL1 
susceptibles de S-acilación. Las supuestas Cys susceptibles de S-acilación se denotan con un asterisco rojo, la línea en 
rojo de la parte inferior hace referencia al dominio TM de la proteína. El alineamiento de secuencias entre RSL1 y 
RSL1ΔTM muestra el residuo a partir del cual se ha realizado la delección del dominio transmembrana. En la parte 

superior se representa una caricatura donde se muestran en verde los posibles sitios de S-acilación. 
 

RSL1 

* * * * * * 
RING2 

RING1 

IBR 
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Asesorados por el Dr. Piers A Hemsley decidimos generar un mutante 

adicional en el sitio catalítico Cys334 de RSL1, análogo del sitio Cys361 de 

RFA4 previamente descrito en este trabajo (Figura 47) y equivalente a 

residuos de Cys catalítica activa, característica distintiva de las E3 ligasas 

RBR, identificados en Parkin (Cys431) (Duda et al., 2013; Wenzel & Klevit, 

2012). Debemos tener en cuenta que los residuos de Cys-Ub forman un 

enlace tioéster que podría conducir a un falso positivo, ya que los ensayos 

de S- acilación son indirectos (Hemsley et al., 2013; Roth et al., 2006). Para 

identificar el residuo Cys334 de RSL1 realizamos un alineamiento del 

dominio RING2 de Parkin, RFA4 y RSL1. (Figura 80) 

 

Posteriormente se generó un nuevo mutante con seis residuos de Cys 

mutadas denominado RSL1C6S, cuyos resultados no han podido ser 

mostrados, debido a las limitaciones de tiempo de la estancia financiada por 

la FPU en el laboratorio del Dr. Piers Hemsley, pero previsiblemente debería 

de eliminar todo rastro de S-acilación, se abordará seguramente este hecho 

en un futuro. 

Figura 80. Identificación de Cys334 como supuesto sitio activo de RSL1. Alineación de secuencias múltiples de Parkin 
RING2, RFA4 RING2 y RSL1 RING2.El supuesto sitio activo de la proteína se denota con un asterisco rojo y 
corresponde a Cys 431, Cys 361 y Cys 334, respectivamente. De acuerdo con la estructura cristalina de Parkin (Duda 
et al.,2013), los residuos de ligando de Zinc 
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El dominio transmembrana de RSL1 es 
necesario y suficiente para determinar la 
localización en membrana plasmática. 

Para comprobar si el dominio TM de la proteína RSL1 era requisito 

imprescindible para proporcionar una diana para la modificación de lípidos 

por S-acilación y conferir la asociación de las proteínas de fusión a la 

membrana plasmática (Batistič et al., 2008, 2012) generamos inicialmente la 

construcción 35:GFP-RSL1ΔTM. Con ella pudimos comparar la localización 

subcelular de la proteína RSL1ΔTM con respecto a la proteína nativa RSL1. 

Los estudios de localización subcelular mediante microscopía confocal 

muestran un cambio de localización para RSL1ΔTM principalmente hacia 

núcleo (Figura 81).  

Figura 81. Localización subcelular. Las construcciones 35S:GFP-RSL1 y 35S:GFP-RSL1ΔTM fueron expresadas en 
células epidérmicas transformadas de N. benthamiana. 
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La E3 ligasa RSL1 se localiza en membrana plasmática debido a la existencia 

del dominio TM en el C-terminal de la proteína (Bueso et al., 2014b), para 

determinar su localización se utilizó como marcador a la proteína 

fluorescente naranja OFP-TM23 (una versión modificada OFP que contiene 

un dominio TM, (Batistič et al., 2012).En RSL1ΔTM se observa un cambio de 

localización principalmente hacia núcleo, que podría indicar que la ausencia 

del dominio TM provoca su deslocalización a núcleo y probablemente a 

citosol (debido a que se observa una señal residual en este compartimento 

celular, este hecho debería de confirmarse mediante estudios de 

colocalización con el marcador de membrana OFP-TM23), como ocurre con 

otros miembros de la familia RFAs , los cuales carecen del dominio TM , por 

ejemplo RFA1 se localiza en núcleo y citosol ó RFA4 cuya localización es 

nuclear. Para el estudio de la posible S-acilación de RSL1 se generó la 

construcción 35S:HA-RSL1ΔTM, que se introdujo mediante agroinfiltración 

en células foliares de Nicotiana benthamiana, y se comparó su patrón de 

acilación con HA-RSL1. El estado de S-acilación de ambas proteínas se 

determinó mediante el protocolo mejorado en el laboratorio del Dr. Piers 

Hemsley (Hurst et al, 2019) cuyo enfoque novedoso utiliza la química de 

cicloadición Diels-Alder 4+2 (conseguida mediante un paso donde se mezcla 

el 2-3 dimetil 1,3 butanodieno (DMB) a las muestras), posteriormente se 

produce una separación para eliminar N-etilmaleimida (NEM) de la solución 

acuosa, en lugar de la precipitación de proteínas utilizada anteriormente que 

causaba la pérdida de gran cantidad de proteína debido a los numerosos 

pasos de precipitación con PEG (polietilenglicol). Los ensayos de intercambio 
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de acilo se basan en la adición de NEM para bloquear los sulfhidrilos de 

cisteína libres y prevenir la detección inespecífica en estos ensayos. A esto 

le sigue la escisión química de los grupos S-acilo para revelar sulfhidrilos 

desde cisteína libres. El uso de hidroxilamina neutra (Hyd) a pH 7,2 escinde 

el tioéster del acilo dejando un grupo sulfhidrilo libre, el cual puede ser 

marcado con biotina (típicamente derivados de estreptavidina, intercambio 

acil-biotina; ABE) que directamente es inmovilizado en resina reactiva 

(captura asistida con resina de acilo (acyl-RAC)) (Forrester et al., 2011; 

Kumar et al., 2016). Finalmente, las muestras son analizadas mediante 

transferencia en Western blot. En la Figura 82 se muestran los pasos de 

forma esquemática descritos anteriormente.  

Figura 82. Descripción general simplificada del 
ensayo de cambio de biotina para detectar proteínas 
S-aciladas. Todas las proteínas de un lisado se 
someten a este tratamiento. (1) Los lisados celulares 
que contienen proteínas (líneas negras) con residuos 
de cisteína pueden tener grupos acilo (líneas rojas) 
unidos a través de un enlace tioéster (S-acilación). 
(2) Los lisados se tratan con el reactivo con 
sulfhidrilo N-etilmaleimida (NEM, línea azul) para 
bloquear las cisteínas libres. (3) La muestra se divide 
luego en 2 porciones iguales y una se trata con el 
reactivo de escisión del grupo S-acilo hidroxilamina 
(+Hyd) y otra sin(-Hyd). Luego, ambas muestras se 
tratan con biotina reactiva con sulfhidrilo (línea 
verde). Los sulfhidrilos libres liberados por el 
tratamiento con hidroxilamina (+Hyd) se marcan con 
biotina reactiva con sulfhidrilo para formar un 
residuo de cisteína biotinilada. Las muestras 
incubadas en ausencia de hidroxilamina (-Hyd) no se 
someten a biotinilación ya que no se generan 
sulfhidrilos libres. (4) Después de la biotinilación, se 
extrae una muestra de cada reacción para que actúe 
como control de carga de la columna (LC). La 
muestra restante se carga en perlas de neutravidina 
y las proteínas biotiniladas, que representan las 
proteínas S-aciladas en el lisado del paso 1, se 
purifican (EX). (5) Después de la elución de las perlas 
de neutravidina, las muestras de proteína se separan 
por SDS- PAGE.Adaptado de Hemsley et al.,2008. 
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Los resultados de S-acilación obtenidos en RSL1ΔTM, muestran que la 

delección de los residuos 354 hasta 398 de RSL1 comprenden los residuos 

de cisteína más importantes susceptibles de ser S-acilados (Figura 83).  

 

El mecanismo de S-acilación de RSL1 no se 
ve afectado por ABA. 

Publicaciones previas en el laboratorio muestran que las proteínas RGLG1 y 

RGLG2, ambas asociadas a membrana, poseen modificaciones post-

transduccionales de miristoilación, cuya inhibición a través del ABA provoca 

cambios en la localización y actividad de estas proteínas (Belda-Palazon et 

al., 2019). Por ello, quisimos comprobar si el ABA podría jugar un papel en 

los niveles de S-acilación de RSL1. Con este objetivo, realizamos ensayos de 

Figura 83. Estado de S –acilación de HA-RSL1 y 
HA-RSL1∆TM. Las construcciones fueron 
infiltradas en N. benthamiana y el estado de S-
acilación fue determinado por Western blot. Las 
muestras fueron procesadas siguiendo el 
protocolo Acil-RAC. Parte de las muestras 
fueron tratadas con hidroxilamina (Hyd+) y otra 
parte de las muestras con H2O (Hyd-). Ex: 
corresponde al eluído de las bolitas y LC: 
corresponde al eluído antes de las bolitas. En la 
parte inferior los valores obtenidos son 
promedios ±sd de 3 experimentos 
independientes.; *, P<0.01 (prueba t de 
Student). 
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S-acilación comparando las proteínas HA-RSL1 y HA-RSL1ΔTM en células 

foliares de Nicotiana benthamiana, las cuales fueron tratadas con 50µM ABA 

durante 12 horas. Los resultados del análisis de S-acilación muestran que el 

ABA no afecta los estados de S-acilación, al no observarse diferencias entre 

el control no tratado (“mock”) y el tratado con ABA (Figura 84).  

Análisis de residuos de Cys en el extremo 
C-terminal en ensayos de S-acilación  

Para poder realizar el ensayo de S-acilación de RSL1C334S y RSL1C5S, debimos 

generar las construcciones 35S:HA-RSL1C334S y 35S:HA-RSL1C5S. Las 

construcciones fueron agroinfiltradas en células foliares de N. benthamiana. 

Obteniéndose el resultado que se muestra en la Figura 85. 

Figura 84. Estado de S –acilación de HA-RSL1 y HA-RSL1∆TM con y sin adición de ABA. Las construcciones fueron 
infiltradas en N. benthamiana, posteriormente las muestras fueron tratadas durante 12horas con 50µM de ABA 
y extraídas para medir su estado de S-acilación mediante revelados de Western blot. Las muestras fueron 
procesadas siguiendo el protocolo Acil-RAC. Parte de las muestras fueron tratadas con hidroxilamina (Hyd+) y 
otra parte de las muestras con H2O (Hyd-). Ex: corresponde al eluído de las bolitas; LC: corresponde al eluído 
antes de las bolitas.  
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Estos resueltados muestran que la proteína nativa RSL1 se encuentra 

acilada, mientras que la proteína mutada RSL1C5S presenta una reducción de 

aproximadamente el 80% de la S-acilación, en estas proteínas se observa 

también S-acilación residual que podría deberse a los posibles enlaces 

tioéster de Cys-Ub presentes aún en la Cys334 de la proteína mutada 

RSL1C5S. Por otra parte, el mutante RSL1C334S presenta un aumento de la S-

acilación que podría explicarse debido al aumento en la estabilidad de esta 

proteína ocasionada por la eliminación de la cisteína activa. Este hecho se 

Figura 85. Estado de S–acilación de HA-RSL1, HA-RSL1∆TM, RSL1
C334S

y RSL1
C5S

Las construcciones fueron infiltradas 
en N. benthamiana y el estado de S-acilación fue determinado por Western blot. Las muestras fueron procesadas 
siguiendo el protocolo Acil-RAC. Parte de las muestras fueron tratadas con hidroxilamina (Hyd+) y otra parte de las 
muestras con H2O (Hyd-). Ex: corresponde al eluído de las bolitas y LC: corresponde al eluído antes de las bolitas. En 
la parte inferior los valores obtenidos son promedios ±sd de 3 experimentos independientes; *, P<0.01 (prueba t 
de Student).
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ha documentado en el análisis que hemos realizado en la Cys del centro 

activo Cys361 de RFA4, donde se observa un aumento de expresión de 

RFA4ΔCC361A frente a RFA4ΔC debida a la reducción de ubiquitinación en 

RFA4ΔCC361A. Otro motivo que podría causar un aumento mayor de la S-

acilación de la proteína RSL1C334S se debe a que cuando se elimina el residuo 

de Cys del sitio activo, los residuos de Cys y Lys adyacentes a dicho centro 

activo se vuelven más susceptibles de unión a Ub y por tanto existirá una 

mayor cantidad de enlaces tioéster susceptibles de S-acilación que podrían 

dar falsos positivos. Por otra parte, y según lo observado en ensayos previos, 

RSL1ΔTM, presenta también una marcada reducción de la S-acilación, lo que 

avala el hecho de que las cisteínas seleccionadas sean las más importantes 

en la S-acilación de RSL1 en su dominio transmembrana. 

Localización subcelular de los mutantes 
RSL1C334S y RSL1C5S. 

Para comprobar la localización subcelular de los mutantes RSL1C334S y RSL1C5S 

generamos las siguientes construcciones 35S: GFP-RSL1C334S y 35S: GFP-

RSL1C5S. Para su estudio subcellular, las construcciones fueron 

agroinfiltradas en células foliares de Nicotiana benthamiana y sometidas a 

tratamientos de 50µM de MG132. Los resultados se muestran en la Figura 

86. 
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Estos resultados preliminares muestran que la proteína con la deleción de 

domino transmembrana RSL1ΔTM presenta una localización subcelular en 

núcleo y probablemente también en citoplasma, mientras que la proteína 

nativa RSL1 se presentaba en membrana plasmática, además la localización 

de RSL1ΔTM no depende del tratamiento con MG132, en cambio las 

mutaciones en RSL1C334S y RSL1C5S con y sin tratamiento de 50 µM de MG132 

presentan una localización más propia de membrana plasmática debido a 

que siguen manteniendo el dominio TM y mantienen dicha localización tras 

el tratamiento con MG132 durante 12 horas. 

Figura 86. Muestra la localización subcelular en células epidérmicas transformadas de N. benthamiana que 
expresan en transitoria las construcciones para GFP–RSL1, GFP-RSL1C334S, GFP-RSL1C5S y GFP-RSL1ΔTM. Las 
distintas muestras fueron sometidas a tratamientos con 50 µM de MG132 simultáneamente durante 12 horas. 
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Obtención de líneas sobreexpresoras de 
HA-RSL1 y HA-RSL1ΔTM.  

Aunque por limitaciones de tiempo no hemos podido realizar ensayos 

fisiológicos sobre el efecto de la S-acilación en la actividad de RSL1, hemos 

generado materiales que podrán ser utilizados en futuros estudios. Por 

ejemplo, generamos líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana con las 

construcciones 35S:HA-RSL1 y 35S:HA-RSL1ΔTM en fondo Col-0. Las líneas 

T2 para RSL1 y para RSL1ΔTM seleccionadas se muestran en la Figura 87. Las 

T2 se sometieron a un tratamiento con 0.5 µM ABA y los resultados en 

principio muestran un aumento de la sensibilidad a ABA de las T2 

sobreexpresoras seleccionadas.  

Figura 87. Fotografía de Líneas T2 de T-ADN en fondo Col-0 de plántulas de 7 días en medios de MS 
suplementados o no con 0,5µM de ABA.  
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Para determinar el grado de expresión de la proteína en las T2, se realizó un 

inmunoensayo (WB) de cada una de las líneas. Para poder visualizar la 

proteína se deben de tratar con 50 µM de MG132 durante al menos 12 

horas. Los resultados muestran que las líneas T2.2 y T2.9 de HA-RSL1 

presentan mayor cantidad de proteína, así como las líneas T2.3 y T2.9 de HA-

RSL1ΔTM (Figura 88).  

  

Figura 88. Análisis de extractos de proteínas RSL1 y RSL1ΔTM mediante immunoblot anti HA. Las 
plántulas de líneas T2 fueron crecidas durante 5 días en placa y trasvasadas a matraces durante 10 
días, posteriormente se incubaron durante 12 horas con MG132 y fueron extraídas con laemli 5X. 



   

 
 

 

  



   

 
 

RESULTADOS III 
  



  RESULTADOS III 

166 
 

Generación de dobles y triples mutantes 
de la familia RSL1/RFAs.  

Hemos generado también nuevos materiales que podrán ser utilizados en 

trabajos posteriores para analizar posibles conexiones entre la 

ubiquitinación de receptores en membrana plasmática mediada por RSL1 y 

otras proteínas RFA de la familia que ubiquitinan a los receptores en otras 

localizaciones subcelulares. Para ello identificamos líneas de inserción de T-

ADN en RSL1 (At2g26139) Sail_0433_C02, RFA1 (At3g43750) Salk_006363 y 

RFA5 (At5g37560) Salk_203383C líneas homocigotas que se obtuvieron de 

la colección de T-ADN del Laboratorio de Análisis Genómico del Instituto Salk 

(Figura 89).  

Figura 89. Representación 
esquemática de los genes 
rsl1, rfa1 y rfa5 y la 
localización de la inserción 
de T-ADN. Se indican las 
posiciones relativas de los 
cebadores usados para 
identificación de la 
detección de genómico 
(flechas negras) y el usado 
para la identificación de la 
inserción (en color 
morado). 
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El análisis de secuencia de los productos de PCR amplificados con 

combinaciones de cebadores específicos para ambas regiones flanqueantes 

del T-ADN localizaron las inserciones de T-ADN en las posiciones 560 de rsl1, 

343 de rfa1 y 579 de rfa5 aguas abajo del codón de inicio ATG. Para cada 

construcción se generaron 2 líneas F2 homocigotas, en algunas 

construcciones para llegar al homocigoto fue necesario llevarlas hasta la 

generación F3. En la Figura 90 se muestra un resumen del genotipado de 

líneas de dobles mutantes rsl1xrfa1, rsl1xrfa5-1 y rfa1xrfa5-1. 

Figura 90. Genotipado de mutantes dobles. A. Genotipado de la F2 del cruce de genes de pérdida de función rsl1xrfa1. B. 
Genotipado de la F2 del cruce de los genes de pérdida de función rfa5-1xrsl1. C. Genotipado de la F2 del cruce de los 
genes de pérdida de función rfa5-1xrfa1. 



  RESULTADOS III 

168 
 

Se realizó el estudio fenotípico de las líneas homocigotas de mutantes de 

pérdida de función dobles rsl1rfa1, rfa1rfa5 y rsl1rfa5 mediante ensayos de 

germinación y establecimiento, con y sin tratamiento de 0.5 µM ABA y 

medidas de longitud de raíz en 10 µM de ABA. Los resultados muestran 

reducción en establecimiento de los dobles mutantes con respecto al 

silvestre cuando se suministra ABA (Figura 91A), pero en medidas de 

longitud de raíz no muestran un fenotipo claro de inhibición de crecimiento 

raíz frente al silvestre (Figura 91B).  

 

B 

Figura 91. Ensayos fenotípicos de la F2 de líneas de mutantes dobles de pérdida de función rsl1rfa1, rfa1raf5-1, rsl1rfa5-1. 
A. Las fotografías muestran ensayos de establecimiento en plántulas de 7 días. B. Las fotografías muestran plántulas 
representativas 10 días después de la transferencia de plántulas de 4 días de edad a placas de MS que carecen o se 
complementan con 10µM de ABA. Los valores son promedios de ±sd obtenidos de tres experimentos independientes (n>50 
plántulas en experimentos de establecimiento y n=15 plántulas en experimentos de crecimiento de raíz; *, P<0.01(prueba 
t de Student). 
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Las líneas homocigotas mutantes de pérdida de función triples fueron 

generadas a partir de líneas homocigotas mutantes de pérdida de función 

dobles rsl1rfa1 con rfa1rfa5-1 (Figura 92). 

Los resultados obtenidos tras la realización de pruebas fenotipas de las 

líneas homocigotas del mutante rsl1 rfa1 rfa5-1 mostradas en la Figura 12 

no presentan un fenotipo claro de inhibición de crecimiento raíz frente al 

silvestre en estos ensayos. 

Figura 92. Arriba a la izquierda Genotipado de F3 mutantes triples de pérdida de función del cruce rsl1xrfa1xrfa5-1. 
A la derecha, ensayos fenotípicos de la F3 de líneas de mutantes triples de pérdida de función rsl1rfa1raf5-1. Las 
fotografías muestran plántulas representativas 10 días después de la transferencia de plántulas de 4 días de edad a 
placas de MS que carecen o se complementan con 10µM de ABA. Abajo a la izquierda Los valores son promedios de 
±sd obtenidos de tres experimentos independientes (n=15 plántulas en experimentos de crecimiento de raíz; *, 
P<0.01(prueba t de Student) 
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En este trabajo hemos abordado la regulación de la señalización del ABA 

mediante la regulación de la vida media y actividad de los receptores 

PYR/PYL /RCARs del ABA a través de la familia de E3 ligasas tipo RBR 

RSL1/RFAs. Algunos trabajos previos han identificado E3 ligasas 

monoméricas o multiméricas que actúan en la degradación de receptores de 

ABA. Por ejemplo, la E3 multimérica de tipo RING-CULLINA4 (CRL4) 

incluyendo COP10-DET1-DDB1 (CDD) y el adaptador de sustrato DDB1-

ASSOCIATED1 (DDA1) que interacciona con PYL4, PYL8 y PYL9. La E3 ligasa 

RSL1 que interactúa con PYR1 y PYL4 en membrana plasmática, catalizando 

su ubiquitinación y dirigiendo a los receptores a una degradación vía 

endosomal/vacular. La proteína E3 ligasa de tipo F-box RIFP1 (“RCAR3 

INTERACTING F-BOX PROTEIN 1”), localizada principalmente en 

citoplasma, aunque interactúa con PYL8 en núcleo, participando 

principalmente en las primeras etapas del ciclo de vida de la planta. Las E3 

ligasas de tipo U-box PUB22 y PUB23, que se expresan en raíz y se localizan 

en citoplasma interactuando con los receptores de ABA PYL5, PYL7, PYL8 y 

PYL9 (Bueso et al., 2014b; Irigoyen et al., 2014; Li et al., 2018; Li et al., 2016; 

Zhao et al., 2017). La cantidad de trabajos relacionados con E3 ligasas que 

interaccionan con los diferentes receptores de ABA (Figura 93) en diferentes 

etapas y tejidos de la planta, revelan la importancia del mantenimiento de 

la homeostasis de estos componentes clave en respuestas relacionadas con 

estrés en planta. Sin embargo, en estos estudios, los niveles de proteínas 

endógenos de los receptores de ABA no fueron analizados utilizando 

anticuerpos específicos. Ahora, la disponibilidad de anticuerpos específicos 
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para receptores de ABA permite un análisis concluyente sobre la 

contribución de las E3 ligasas implicadas en la regulación de los niveles 

endógenos de receptores del ABA en planta. 

Figura 93. Representación de las diferentes E3 ligasas monoméricas o multiméricas relacionadas con la degradación 
de receptores PYR/PYL/RCARs del ABA vía proteosoma 26S o vía endosomal /vacuolar. La ubiquitinación de los 
receptores en el citosol o núcleo por las E3 ligasas CRL4DDA1, RIP, PUB22/23 y RFA4 conduce a la degradación por el 
proteasoma 26S, mientras que la monoubiquitinación llevada a cabo por la E3 ligasa RSL1 produce la degradación de 
los receptores vía endosomal/vacuolar  
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Se han descrito  funciones biológicas  de algunas E3 ligasas de tipo RBR en 

Arabidopsis por ejemplo en  ARI12 (At1g05880)  y ARI14 (At5g63730) 

pertenecientes a la subfamilia Ariadne B implicadas en la señalización 

mediada por luz UV-B y en fertilización, respectivamente (Lang-Mladek et 

al., 2012; Ron et al., 2010).  En Arabidopsis las E3 ligasas de tipo RBR están  

constituidas por 42 genes, (Figura 94) clasificados en cuatro subfamilias: 

Planta II A ,B y C (22 miembros), Planta I/helicasa (3 miembros), ARA54 (1 

miembro) y ARIADNE A y B  (16 miembros) (Callis, 2014; Marín, 2010). 

Figura 94 Árbol filogenético de grupos de proteínas E3 ligasas RBR en Arabidopsis. Las 42 proteínas fueron alineadas 
mediante el método MUSCLE y para la generación del árbol se ha usado Neighbour-joining mediante el software MEGA 
5.0.      representan a la familia RSL1/RFAs perteneciente a la subfamilia Planta II A.     representan a otros miembros de 
la subfamilia Planta IIA.      distingue al miembro de la subfamilia Planta IIB.      representan a los miembros de la subfamilia 
Planta II C.      representan a los miembros de la Subfamilia Planta I/Helicasa,     subfamilia Ariadne B,       representan a los 
miembros de  la subfamilia Ariadne A y       representa al miembro de la subfamilia ARA54. 
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La familia de E3 ligasas RSL1/RFA pertenece al clado A de la subfamilia Planta 

II, diferenciándose RSL1 de otras RFAs al presentar un dominio TM, que 

cataliza la ubiquitinación de los receptores de ABA en la membrana 

plasmática (Belda-Palazon et al., 2016; Bueso et al., 2014b). Un nuevo 

enfoque  para la caracterización bioquímica de la proteína E3 ligasa RSL1 es 

el estudio de su estado de activación a través de otras  MPTs como la S-

acilación, que hemos mostrado en el capítulo 2 de esta tesis, dicha 

modificación podría intervenir en el tráfico intracelular o en la conformación 

de RSL1 y en su anclaje a membrana plasmática, (Batistič et al., 2008; 

Hemsley, 2017; Hemsley et al., 2013). Hemos realizados ensayos para 

determinar el grado de S-acilación de los residuos de Cys susceptibles de S-

acilación de la E3 ligasa RSL1 en la proteína nativa, RSL1ΔTM (con delección 

de los residuos comprendidos entre la posición 354 a la posición 398), 

RSL1C5S (mutante donde las Cys370, Cys371, Cys374, Cys375 y Cys376 han 

cambiado a Ser) y RSL1C334S, observando que RSL1ΔTM y RSL1C5S muestran 

una reducción dramática de la S-acilación frente a la proteína nativa (Figura 

85). El marcaje residual puede ser debido al enlace tioéster de la Ub en la 

Cys334, algo que será analizado en futuros experimentos. En relación a la 

posible función que ejerce el mecanismo de S-acilación sobre RSL1 y el 

destino de distintos receptores, se sabe que los receptores de ABA son 

reclutados por FYVE1 en los complejos ESCRT (Belda-Palazon et al., 2016), 

en este sentido la S-acilación de RSL1 podría regular la ubiquitinación de los 

receptores en membrana y de esta manera afectar al reclutamiento por 

FYVE1 para su posterior clasificación en MVBs y degradación en vacuola. Es 
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decir, la S-acilación de RSL1 y por la tanto su anclaje reforzado a membrana, 

podría indicar un sitio ligado a membrana (microdominio) en el cual los 

receptores de ABA serán marcados con Ub y posteriormente reclutados por 

FYVE1 para dirigirlos hacia la degradación vía endosomal. Ensayos de 

ubiquitinación de los receptores de ABA in vivo mediante expresión 

transitoria en Nicotiana benthamiana servirían para analizar si la 

ubiquitinación de los receptores está afectada en el mutante RSL1C5S. Por 

otra parte, la mutación de la Cys334 a Ser de RSL1 (RSL1C334S) relacionada 

con la Cys361 de RFA4 (Figura 80), cisteína del centro activo, podría servir 

también para hacer estudios de actividad frente a PYR1 y PYL4 y de 

estabilidad de la proteína en RSL1. Finalmente, nuevos ensayos deberían 

realizarse con el mutante séxtuple RSL1C6S (que tiene mutadas las 5 Cys 

adyacentes a y dentro del dominio TM, así como la Cys 334). Probablemente 

la proteína RSL1C6S pierda la señal residual de S-acilación. 

Si bien hasta el momento sólo se había estudiado a RSL1 en relación a la 

ubiquitinación de los receptores de ABA en membrana plasmática , la familia 

RSL1/RFAs está compuesta por 9 miembros más,  cuyas funciones 

hipotéticamente podrían relacionarse con receptores de ABA (familia de 14 

miembros en Arabidopsis) debido a que ambas se tratan de familias 

multigénicas (Bueso et al., 2014b). En este trabajo de tesis hemos 

demostrado que los receptores de ABA también pueden ser dianas de las 

proteínas RFA1 y RFA4, miembros de la familia RSL1/RFA que no presentan 

asociación a la membrana plasmática, al carecer del dominio C-terminal TM. 

Por lo que sugerimos que las características específicas de los miembros de 
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la familia RSL1/RFA, tales como su particular localización subcelular o patrón 

de expresión diferencial, podrían aumentar notablemente la capacidad para 

reconocer y regular la estabilidad del conjunto de la familia de receptores de 

ABA. Curiosamente RFA4 muestra una localización nuclear específica 

mientras que RFA1 se localiza tanto en el núcleo como en el citosol. Nos ha 

sido posible detectar la formación simultánea de complejos receptor-RSL1 y 

receptor-RFA4 en diferentes ubicaciones subcelulares por medio de 

multicolor BiFC, lo cual nos permite pensar que la acción concertada de 

varios miembros de la familia RSL1/RFA produce una regulación fina de la 

vida media de los receptores de ABA en diferentes compartimentos 

subcelulares (Figura 95). 

Figura 95. Un modelo de trabajo que representa la orientación de los receptores ABA por RSL1, RFA1 o RFA4 en 

diferentes ubicaciones subcelulares. La ubiquitinación de los receptores ABA en la membrana plasmática por RSL1 

desencadena la endocitosis mediada por clatrina, el tránsito a través de la red trans-Golgi/endosomas tempranos 

(TGN/EE), la clasificación de la carga ubiquitinada a través de la vía ESCRT (que involucra componentes FYVE1, 

VPS23A y ALIX), entrega a cuerpos multivesiculares/endosomas tardíos (MVB/LE), y finalmente a la vacuola para 

degradación. La ubiquitinación de los receptores en el citosol o núcleo conduce a la degradación por el proteosoma 

26S. El complejo receptor UBC26-RFA4 regula la vida media de los receptores ABA en el núcleo. El modelo 

representa la estructura modular RING1-IBR-RING2 de las ligasas E3 de tipo RBR y la localización del residuo del 

sitio activo Cys-SH en RING2. 
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Las E3 ligasas RFA1 y RFA4 actúan probablemente a través de la degradación 

vía proteosoma 26S. Por lo tanto, nuestros resultados confirman que tanto 

la vía de degradación dependiente de ubiquitinación proteosomal 26S como 

la vía endosomal/vacuolar regulan la estabilidad de los componentes clave 

para la señalización de ABA (Belda-Palazon et al., 2016; Irigoyen et al., 2014; 

Yu et al., 2016; Yu & Xie, 2017). Así, la regulación de la vida media de los 

receptores de ABA puede ser llevada a cabo tanto en la membrana 

plasmática como en núcleo. Estos lugares de la célula son cruciales para la 

señalización de ABA, ya que mediante la regulación del transporte de 

iones/agua en membrana plasmática se regula la apertura estomática y en 

el núcleo tiene lugar la respuesta transcripcional a ABA (Chen et al., 2020; 

Cutler et al., 2010). La interacción de RFA1/RFA4 con los receptores PYR1 y 

PYL4, fue confirmada tanto in vitro como in vivo. Usando experimentos in 

vivo de expresión transitoria en N. benthamiana demostramos que 

cantidades crecientes de RFA1 o RFA4 se correlacionan con un aumento de 

los niveles de degradación de PYR1 y PYL4. Además, mediante el uso de 

anticuerpos específicos para PYR1 y PYL4, demostramos que los niveles 

endógenos de estos receptores se incrementaron en el doble mutante rfa1 

rfa4. Este descubrimiento apoya firmemente la idea de que los receptores 

endógenos de ABA sean dianas para las proteínas E3 ligasas RFA1 y RFA4.   

También hemos observado que las líneas  RNAi sobreexpresoras de micro 

ARNm artificial (“amiR”) dirigido frente a RSL1 (Schwab et al., 

2005),descritas previamente en Bueso et al., (2014),  y en las que también 

se ven afectados  otros miembros de la familia tales como RFA1 y RFA3,  



  DISCUSIÓN 

179 
 

revelaron  niveles superiores de proteína PYR1 y PYL4 a los observados en 

plantas de tipo silvestre (Figura 76), Por otra parte esta línea mostró también 

un aumento de la temperatura en ensayos de termografía infrarroja en hojas 

(Figura 74B) , que sugiere que la ubiquitinación de los receptores por RSL1 a 

través de la vía endosomal/vacular podrían regular la apertura estomática 

como ocurre en componentes de la ruta ESCRT FIVE1/FREE1 y ALIX (Belda-

Palazon et al., 2016; García-León et al., 2019). En relación a los niveles 

endógenos de PYL4 observamos que también fueron mayores en el mutante 

ubc26 (Figura 69), lo que se correlaciona con una mayor sensibilidad al ABA 

observados en los ensayos de establecimiento y crecimiento de raíz (Figura 

68). Este resultado, junto con ensayos de interacción y de ubiquitinación, 

sugiere que UBC26 es la E2 afín que forma parte de los complejos ternarios 

junto con los receptores de ABA y RFA4 en el núcleo de las células vegetales. 

Curiosamente, miembros de la familia XI de proteínas E2 de Arabidopsis 

fueron descubiertos como los únicos capaces de interactuar con RFA4 en 

células de levadura y en el caso de UBC26 confirmamos que esta interacción 

ocurre en el núcleo de las células vegetales. UBC26, así como otras proteínas 

pertenecientes a la familia XI de E2 de Arabidopsis, además de poseer el 

dominio del núcleo catalítico C-terminal presente en todas las enzimas E2, 

contiene un gran dominio N-terminal que podría estar involucrado en su 

interacción con la E3 correspondiente (Figura 59). Futuros estudios 

bioquímicos deberían desentrañar aún más la contribución de UBC26 en su 

relación con las propiedades de ubiquitinación de RFA4. Además de regular 

la vida media de sus dianas, algunas E3 tienen ubiquitinación in vivo para 
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regular su propia estabilidad (Liu & Stone, 2010). Por ejemplo, la E3 ligasa 

KEEP ON GOING (KEG) se autoubiquitina en respuesta a ABA, lo que conduce 

a la degradación inducida por ABA de KEG y acumulación de ABI5 (Liu & 

Stone, 2010). No hay anticuerpos específicos disponibles aún para RFAs; sin 

embargo, en las líneas RFA1 y RFA4 etiquetadas con epítopos HA, 

observamos que RFA1 y RFA4 están ubiquitinadas y sujetas a degradación 

proteolítica a través de la vía proteasomal 26S (Figuras 45C y 46A-B). La 

ubiquitinación autocatalítica de RSL1 (Bueso et al., 2014b; Figura 3B), RFA1 

y RFA4 se ha observado in vitro y concuerda con el mecanismo de acción de 

las E3 de tipo RBR. En estas enzimas, la Ub es transferida desde la Cys del 

sitio activo de la E2 a la Cys del sitio activo de la E3, y esta a su vez transfiere 

catalíticamente la Ub activada desde su dominio RING2 a los residuos lisina 

de su diana.  Una predicción de este mecanismo se basa en que las formas 

ubiquitinadas de E3 de tipo RBR en plantas deben detectarse in vivo, en este 

trabajo lo hemos confirmado tanto para RFA1 como para RFA4 (Figuras 49A-

C). Además, la mutación Cys361Ala altera la capacidad de RFA4 para 

ubiquitinar su diana PYL4, lo que encaja con la idea de que se trate de la Cys 

del sitio activo (Figura 50). Dado que la degradación de los receptores de 

ABA se puede lograr a través de la vía protesomal 26S y de la vía vacuolar, 

se espera que diferentes tipos de cadenas de ubiquitinación y E2/E3 ligasas 

estén involucradas en estos procesos. Por ejemplo, la poliubiquitinación 

ligada a K48 promueve la degradación por la vía proteosoma 26S , mientras 

que la monoubiquitination K63 promueve la internalización de las proteínas 

de la membrana plasmática, y la poliubiquitinación vinculada a K63 puede 
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promover el posterior tráfico endososomal (Romero-Barrios & Vert, 2018; 

Yu & Xie, 2017). De hecho, ambas poliubiquitinaciones vinculadas a K48 y 

K63 se han detectado sobre PYL4 (Yu et al., 2016), lo que indica que la 

degradación de PYL4 ocurre a través de las vías UPS y vacuolar. La 

degradación de los receptores de ABA puede regularse de manera 

diferencial por diferentes miembros de la familia multigénica RSL1/RFA 

(Bueso et al., 2014b; este trabajo) o por diferentes tipos de E3 ligasas  como 

se ha indicado previamente (Figura 93). Otra forma de regular la 

ubiquitinación de sustrato podría ser a través de la cooperación de parejas 

E3-E3 descrita en humanos (Scott et al., 2016). La E3 ubiquitin ligasa 

CRL4DDA1 están involucrados en la degradación nuclear de los receptores de 

ABA; sin embargo, la degradación de PYL8 mediada por CRL4DDA1 es 

contrarrestada por ABA, lo que sugiere que el complejo CRL4DDA1 sólo 

funciona con niveles basales de ABA (Irigoyen et al., 2014). Contrariamente 

a lo que ocurre con PYL8, que se estabiliza mediante la unión del ligando 

(Belda-Palazon et al., 2018), el ABA promueve la desestabilización de PYL4 a 

través de la vía ESCRT/vacuolar ya que  los mutantes  vps23a y alix1 que 

acumulan más PYL4 que Col-0 después del tratamiento con ABA (García-

León et al., 2019; Yu et al., 2016). Estudios recientes en humanos revelan 

que E3 ligasas de tipo CRL y de tipo RBR pueden funcionar en equipo para 

regular la ubiquitinación del sustrato (Kelsall et al., 2013; Scott et al., 2016). 

Por ejemplo, se ha descrito la asociación de CRLs nedilados (E3 de tipo CRL 

que tiene unidas a ellas NEDD8) con la E3 de tipo RBR ARIH1 que dirige la 

monoubiquitination de los sustratos de CRL por ARIH1, y un rol recíproco de 
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RBR como reguladores de distintas CRL (Kelsall et al., 2013; Scott et al., 

2016). Como resultado, durante el estudio de E3 ligasas en humanos ha 

surgido el concepto de etiquetado por el equipo E3-E3, lo que implica que 

diferentes tipos de E3 pueden actuar sucesivamente sobre una diana común 

(Scott et al., 2016), Figura 96. Por lo tanto, una regulación exquisita de la 

ubiquitinación de un sustrato se puede lograr a través del etiquetado en 

equipo. Estudios futuros deberían abordar la posible cooperación de las E3 

ligasas que se dirigen a los receptores de ABA en el mismo compartimento 

celular para regular conjuntamente la ubiquitinación del sustrato.

Figura 96. Modelo para ARIH1 y CRL nedilados que actúan al unísono para la ubiquitilación de sustrato mediada por 
el conjunto E3-E3. En ausencia de un sustrato, CRL está APAGADO (sin edilar, sin ensamblar e inhibido) y ARIH1 está 
APAGADO (autoinhibido). La unión del sustrato a SR estimula la vía, promoviendo el ensamblaje de CRL, nedilación y 
cambio conformacional, que, a su vez, permite que NEDD8, la cullina y RBX1 activen ARIH1 a través de los dominios 
UBA, RING2 y Ariadne (ARI) de ARIH1. Esto "abre" la estructura ARIH1 y permite la transferencia de Ub de UBCH7 a la 
Cys catalítica RING2 de ARIH1. Posteriormente, superficies específicas de las CRL el dominio RING de RBX1 y el dominio 
Ariadne de ARIH1 promueven la transferencia de mono Ub desde la Cys catalítica RING2 de ARIH1 al receptor de 
sustrato (SR) de la CRL unido sustrato. El sustrato mono-ub está preparado para una función alterada, más multimono-
Ub mediante ciclos repetidos a través de la ruta ARIH1-CRL, poliubiquitilación a través de un mecanismo canónico 
RING-E2 que dirige la degradación proteasomal u otros destinos. Adaptado de Scott et al.,2016.  
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1. La E3 ligasa RFA1 se localiza tanto en el núcleo como en el citosol, 

mientras que RFA4 muestra localización especifica en núcleo y hemos 

identificado su señal de localización nuclear en el extremo N-terminal. 

2. Las E3 ubiquitin ligasas RFA1 y RFA4, son reguladores clave de la 

estabilidad de receptores PYR/PYL/RCARs en la raíz y hojas, 

promoviendo la degradación de los receptores del ABA in vivo. 

3. El análisis de las líneas sobreexpresoras de RFA1 y RFA4 sugiere que estas 

proteínas están ubiquitinadas in vivo y su degradación se lleva a cabo por 

la vía del proteosoma 26S. 

4. Las líneas sobreexpresoras de RFA1 y RFA4, al igual que RSL1 muestran 

insensibilidad a ABA en crecimiento de raíz, lo cual sugiere una mayor 

degradación de los receptores de ABA  

5. El mutante combinado de pérdida de función rfa1 rfa4 presenta un 

aumento de la sensibilidad a ABA con inhibición de la germinación y de 

crecimiento de raíz con respecto al silvestre.  

6. El mutante combinado de pérdida de función rfa1rfa4 y la línea de amiR 

7.16.2 presentan un aumento de los niveles endógenos de los receptores 

PYR1 y PYL4 frente al de tipo silvestre.  
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7. La Cys361 es la supuesta Cys del centro activo de RFA4, característica 

distintiva de las E3 ligasas RBR. 

8.  La enzima E2 UBC26 de la subfamilia XI de UBCs está localizada en 

núcleo y es la E2 afín que interactúa con la E3 ligasa RFA4 in vivo. 

9. Los mutantes de pérdida de función de ubc26 muestran un aumento de 

la sensibilidad a ABA, inhibición de la germinación y del crecimiento de 

raíz.  

10.  Los mutantes de pérdida de función ubc26 presentan un aumento de los 

niveles endógenos de los receptores PYR1 y PYL4.  

11.  La proteína RSL1 presenta S-acilación en las cisteínas adyacentes y 

dentro del dominio TM.   
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Material bacteriológico y vegetal usado: 
manejo y condiciones de crecimiento.  

Escherichia coli 

Las cepas de E. coli utilizadas para las construcciones obtenidas en esta tesis 

se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Cepas de E. coli utilizadas. Características de uso y origen. 

Cepa de      

E. Coli 

Método de 

transformación 
Casa comercial Uso 

DH5α Quimiocompetentes 
Realizadas en el 

laboratorio 

Células de uso estándar, para 

ligaciones de restricción y 

clonación. 

Mach1 TM TiR Quimiocompetentes Invitrogen 
Normalmente se reservan 

para clonación. 

TOP10 Electrocompetentes Invitrogen 
Para ligaciones de restricción 

y clonación 

DH10β Electrocompetentes 
Realizadas en el 

laboratorio 

Cuando el cloning es de 

vectores muy grandes o se 

quieren hacer librerías. 

DB3.1 Electrocompetentes Life technoligies 

Resistentes a la toxina ccdB 

que expresan los vectores 

GW. 

BL21(DE3) Quimiocompetentes 
Realizadas en el 

laboratorio 

Expresan la ARN polimerasa 

del fago T7 de modo 

inducible por IPTG, para la 

expresión de proteínas 

recombinantes. 
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Preparación de células competentes de E. coli  

DH5 α 

Para la preparación de competentes DH5 α utilizamos el protocolo mejorado 

de Inoue et al., 1990. En este protocolo se indica que, para una mayor 

eficiencia del crecimiento bacteriano, la incubación debe realizarse a 18oC, 

necesitándose un mayor tiempo de incubación. Además, para mantener la 

eficiencia debe de mantenerse todo el material preenfriado y la OD660 (del 

inglés “Optical Density”, a 660 nm) no debe de pasar de 0.94. 

El medio de cultivo utilizado para el precultivo contiene “Lysogeny Broth” 

(LB), compuesto por 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l 

NaCl, a pH 7.0. El medio utilizado para el crecimiento de competentes es el 

medio denominado SOB, el cual está compuesto por un 2% de Triptona, 1% 

extracto de levadura, NaCl 10mM, KCl 3mM, MgCl2 10mM, MgSO4 10 mM 

todo debidamente esterilizado a 120oC y 103 kPa de presión.  

Una vez que se ha producido le crecimiento de las bacterias se separan en 

tubos de centrifuga Sorvall preenfriados, la centrifugación se realiza a 5000 

revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min a 4oC. 

El medio utilizado para los lavados de estas quimiocompetentes es tampón 

TB, que debe de prepararse en el momento, el tampón TB contiene los 

siguientes componentes:  PIPES 10 mM, CaCl2 15 mM, KCl 250 mM. Ajustar 

el pH a 6.7 con KOH y añadir MnCl2 55 mM. 



  MATERIAL Y MÉTODOS 

191 
 

Para conservar las bacterias quimiocompetentes DH5α, se hacen alícuotas 

de 50 µl en tampón TB con una mezcla de DMSO, finalmente se congelan a 

–80oC.  

Como control de Stock no contaminado, se extiende una alícuota en placas 

de LB con antibiótico, así como una placa de LB control.  Transcurridas 24 

horas a 37oC se observa si hay crecimiento o no en las placas.  

DH10 β 

Para la preparación de competentes DH10β, se extiende una alícuota en 

placa de LB sin antibiótico y se hace un control de crecimiento en placas LB 

con antibióticos Amp, Kan y Spec respectivamente (resistencia conferida por 

la mayoría de los plásmidos utilizados en el laboratorio), se mantienen 

durante 24h a 37oC. Si en los controles con antibiótico no ha habido 

crecimiento, se pica una colonia individual de la placa de LB sin antibiótico y 

se pone un precultivo con LB líquido hasta llegar a saturación a 37oC   en 

agitación. 

El medio de cultivo para el crecimiento de competentes DH10β es LB. 1ml 

del precultivo inicial se inocula en 400ml de LB y se deja crecer en agitación 

a 37oC durante 3-4 horas o hasta que se alcance una OD660 de 0.5- 0.7.   

Posteriormente se centrifugan a 5000 rpm durante 15 min a 4oC.  

Los lavados de estas competentes se realizan con glicerol al 10% 

preenfriado, realizándose 3 lavados con esta solución. 
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Para conservar las bacterias electrocompetentes DH10β, se hacen alícuotas 

de 50 µl resuspendidas en 10% glicerol, y se congelan a –80oC. 

Para su comprobación se procede de forma similar a la descrita para las 

competentes de DH5α. 

BL21 (DE3) 

El procedimiento para el crecimiento inicial es el mismo que para las 

anteriores competentes, comprobación de posibles contaminaciones y 

realización de un precultivo.  

Posteriormente se inocula en medio LB y se deja crecer a una temperatura 

de 37oC en agitación hasta alcanzar una OD660 de 0.4. 

Los lavados se realizan con una solución de lavado que contiene CaCl2 a 

50mM. 

Para guardar las alícuotas de 50 µl de quimiocompetentes BL21(DE3) a –80oC 

se resuspenden en una solución de glicerol al 10% con 50 mM de CaCl2. 

Para su comprobación se procede de la forma descrita para las competentes 

de DH5α. 

Transformaciones 

Por choque térmico 

Se incubaron 100 ng de ADN plasmídico en 50 µl de células 

quimiocompetentes de E. coli y se mantuvieron durante 30 minutos en hielo; 
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el choque térmico se realizó a 42oC durante 45 segundos, seguido de 2 

minutos en hielo. Posteriormente se añadieron a la anterior mezcla 500 µl 

de medio S.O.C. (Invitrogen) compuesto por 2% de triptona, 0.5% extracto 

de levadura, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4, y 20mM 

de glucosa la concentración de glucosa que posee este medio favorece una 

recuperación más eficiente de las bacterias después del choque térmico. 

Posteriormente, se incubó durante 1h a 37oC en un agitador orbital. Tras 

este tiempo el pellet es recogido mediante una centrifugación rápida y es 

plaqueado en medio LB con el antibiótico adecuado.  

Por electroporación 

Se incubaron 100 ng de ADN plasmídico en 50 µl de células 

electrocompetentes de E. coli. La mezcla se introdujo en cubetas de 

electroporación preenfriadas (Bio-Rad) de 0.1 cm. El procedimiento de 

electroporación se realizó en Eppendorf Eporator®, y las condiciones de 

trabajo fueron de 1800 V/0.1 cm (5-6 ms). Inmediatamente, se añadió a la 

mezcla 500µl de medio S.O.C.(Invitrogen) y se incubó durante 1 hora a 37oC. 

Después, se centrifugó para recoger el pellet y las bacterias fueron 

extendidas en placa de medio LB que contenía el antibiótico adecuado. 

Preparación de medios de cultivo. 

Para el crecimiento de E. coli se usó el medio de cultivo bacteriano LB En el 

caso de preparación de medio sólido se añadió un 2% de agar.  
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Previo a su uso, los medios de cultivo, tanto líquidos como sólidos, fueron 

esterilizados en autoclave durante 20 min a una temperatura de 1200C a 103 

kPa de presión y tras atemperarse se adicionaron los antibióticos 

correspondientes: 50µg/ml de kanamicina (KanR), 50µg/ml de 

espectinomicina (SpecR), 100µg/ml de ampicilina (AmpR). 

La temperatura utilizada para el crecimiento óptimo de E. coli fue de 37oC 

manteniéndose durante 24 horas. Para el crecimiento en medio líquido se 

usó un agitador orbital a 250 rpm. 

Agrobacterium tumefaciens  

Cepas transformadas de este microorganismo se utilizaron en experimentos 

de expresión transitoria en Nicotiana benthamina, como, por ejemplo, los 

experimentos de BiFC, reconstitución de luciferasa (‘Split-LUC’) y análisis de 

localización subcelular de proteínas, así como para la obtención de plantas 

transgénicas de Arabidopsis. Para ello se usaron cepas de Agrobacterium 

tumefaciens C58C1 que contienen el plásmido Ti pGV2260 (Deblaere et al., 

1985). Para el experimento de ‘Split-LUC’ fue usada la cepa de A. 

tumefaciens GV3101 (Lifeasible) que contiene el plásmido desarmado Ti 

pMP90 y expresa un control de luciferasa completa. Se utilizó 

electroporación para su transformación 
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Elaboración de bacterias competentes de Agrobacterium 
tumefaciens. 

Se procede de la misma forma a la indicada en la generación de competentes 

de E. coli. Se obtiene un precultivo y se hace crecer en medio LB, pero en 

este caso, se adicionan Amp y rifampicina (Rif) a 50 µg/ml. El plásmido 

pGV2260 presenta resistencia a Amp, de esta forma nos aseguramos que las 

bacterias seleccionadas contienen el plásmido, con la adición de rifampicina 

nos aseguramos la selección de Agrobacterium. La temperatura de 

crecimiento óptimo de Agrobacterium es de 28oC incubándose durante toda 

la noche, hasta alcanzar una OD660 de 0.5-0.9. 

El cultivo se centrifuga a 5000 rpm durante 15-20 min y posteriormente es 

lavado 2 veces con agua Milli-Q esterilizada y preenfriada a 4oC. 

Finalmente, se resuspende en glicerol al 10% a 4oC y se dividen en alícuotas 

de 50 µl para ser guardadas a -80oC.  

Transformación  

Electroporación  

En el laboratorio se utiliza el método de electroporación para la 

transformación de Agrobacterium. Para ello se mezclaron 100 ng de ADN 

plasmídico (ADNp) con 50 µL de una suspensión de competentes de A. 

tumefaciens pGV2260. La mezcla se introduce en cubetas de electroporación 

de 0.2 cm preenfriadas (Bio-Rad).  La electroporación se realizó en un 

Eppendorf Eporator®, con las condiciones de 2000 V/0.2 cm (pulso 
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resultante de 10-11 ms). Inmediatamente se añadió 1 ml de medio LB y la 

mezcla se incubó 1-2 h en un agitador orbital a 28oC. 200 µl de la mezcla se 

extendieron en placa en medio LB suplementado con el antibiótico 

adecuado más Rif. 

Se incubó a 28oC manteniéndose al menos durante 72 horas para el 

crecimiento de colonias  

Saccharomyces cerevisiae  

Para la realización de ensayos de doble híbrido de levadura (Y2H) en esta 

tesis utilizamos Saccharomyces cerevisiae, cepa AH109. Las competentes 

son elaboradas en el laboratorio, siguiendo el procedimiento que se describe 

en MatchmakerTM GAL4 Two-Hybrid System 3 & User Manual con ligeras 

modificaciones.  

Elaboración de competentes de levadura  

Se inicia con una siembra en estría de una alícuota previa y se incuba durante 

la noche a 28oC en medio sólido YPDA compuesto por 1% de extracto de 

levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa, agua Milli-Q autoclavada y 1.5% de 

agar. Después de autoclavar el medio y una vez atemperado se la añade 1% 

de adenina esterilizada previamente por filtración, para evitar su 

degradación durante el autoclavado. 

 Posteriormente partiendo de una colonia aislada, se crece un precultivo 

saturado en 3 ml con medio líquido YPDA, manteniéndose durante una 
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noche a 28oC. 200 µl del cultivo saturado son inoculados en 200 ml de medio 

líquido YPDA hasta alcanzar una OD660 de 0.6-0.8. El paso siguiente es el de 

centrifugación a 2000 rpm a temperatura ambiente.  

Los lavados se realizan con agua Milli-Q autoclavada y finalmente se 

resuspenden en AcLiTE preparado en el momento. Esta solución está 

compuesta por 0.1 M de AcLi, 10 mM Tris-HCl pH 7.6 y 1 mM de EDTA.  

Posteriormente las células se incuban durante 15 min a 28oC sin agitación y 

se añaden 100 µl de ADN de esperma de arenque (Promega). Antes de ser 

añadido debe hervirse 10 min a 95o C. 

Para su conservación a -80o C se hacen alícuotas de 100 µl con glicerol al 

20%. 

Co-transformación de células competentes  

Para experimentos de doble híbrido, se lleva a cabo una co-transformación 

con plásmidos que expresan las proteínas de fusión GBD-cebo 

(complementa auxotrofía de Trp) y GAD-presa (complementa auxotrofía de 

Leu). Donde GBD esta fusionado a una de las proteínas a analizar y posee un 

dominio de unión a ADN de GAL4 (ADN-BD) El ADN-BD son los aminoácidos 

1 a 147 de la proteína de levadura GAL4, que se une a la GAL UAS corriente 

arriba del gen reportero. El AD (dominio de activación) son los aminoácidos 

de 768 a 881 de la proteína GAL4, que lleva fusionada la otra proteína a 

analizar y funciona como un activador transcripcional, la interacción de las 

dos proteínas conduce a la reconstitución de una proteína GAL4 funcional y 
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por tanto a la activación de la transcripción del gen reportero que contiene 

un sitio de unión a GAL4.  Para realizar estas transformaciones usamos 1 µg 

de cada ADNp que codifica las proteínas a testar y se expresan de manera 

simultánea en células competentes de levadura AH109. A la mezcla se 

añadieron 0.7 ml de solución de PEG-Li-TE (4 ml 45%PEG, 0.5 ml 10x LiAc-TE, 

0.5 ml de agua Milli-Q) agitando mediante vórtex, el siguiente paso consta 

de una incubación durante 30 minutos a 28oC, tras este paso se realizó un 

vórtex antes del paso de incubación durante 20 minutos a 42oC. Después se 

centrifugaron durante 5 minutos a 2000 rpm. Finalmente, fueron 

resuspendidas en 100 µl de agua Milli-Q. 

Preparación de medios de cultivo. 

Para el cultivo de S. cerevisiae, utilizamos el medio sintético de cultivo (SD) 

(20% de glucosa, 7% de base de nitrógeno de levadura, 0.5 M de succínico, 

pH 5.5- Al medio SD se añade un suplemento (20x Solución DO) que contiene 

todos los aminoácidos y bases nitrogenadas requeridos para el crecimiento, 

excepto Trp, Leu, Ade e His). Los componentes descritos arriba se autoclavan 

por separado y después se mezclan con agitación (en la preparación de los 

medios sólidos) con una solución autoclavada de agua Milli-Q con un 2% de 

agar en el momento de la realización de las placas. Para la selección de co-

transformantes de levadura, el medio de cultivo básico SD+DO fue 

suplementado con His y Ade. 
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Para ensayar la interacción de doble híbrido, el medio no se suplementa con 

His y Ade (-His -Ade), o bien si la interacción es más débil, únicamente se 

suplementa con Ade (-His).  

Además, en algunos casos los medios de cultivo sólidos son suplementados 

con 50 µM de ABA (+) para determinar si la interacción es dependiente o no 

de esta hormona.  

El crecimiento óptimo de levaduras se produce a una temperatura de 28oC 

y se necesitan 3-4 días de incubación para la formación de colonias. 

Líneas silvestre y mutantes de Arabidopsis 
thaliana. 

Como genotipo silvestre se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana del 

ecotipo Col-0, en cuyo fondo genético se introdujeron diferentes 

mutaciones o se sobreexpresaron diferentes proteínas. Se utilizaron líneas 

de silenciamiento génico ARNi 7.16.2 para inhibir a la proteína RSL1 que 

también inhibe a otras proteínas de la misma familia tales como RFA1 y RFA3  

(Bueso et al., 2014b). Además, se obtuvieron líneas de inserción individuales 

de ADN-T, procedentes del Nottingham Arabidopsis Stock Centre 

(http//nasc.nott.ac.uk) para rsl1, rfa1, rfa4 y rfa5 (SAIL_0413_c02, 

SALK_005363, SALK_20871C y SALK_206771C respectivamente). Las líneas 

transgénicas fueron transformadas con los plásmidos pAlligator2-35SHA-

RFA1 y pAlligator2-35SHA-RFA4 mediante el método de inmersión floral 

(Clough & Bent, 1998). Las plantas transgénicas de la primera generación, 



  MATERIAL Y MÉTODOS 

200 
 

T1, así como las siguientes generaciones T2 de las cuales se seleccionaron 

las líneas que tenían una segregación 3:1 (3(GFP):1(silvestre)). El control de 

la generación de transgénicas se realizó mediante el análisis de la expresión 

de la proteína mediante Western Blot usando como anticuerpo HA. Las 

líneas que presentan una proporción 3:1 previsiblemente tienen una sola 

inserción de ADN-T. Estas líneas se crecían en invernadero para la obtención 

de líneas T3 seleccionadas nuevamente en base a la fluorescencia de GFP en 

semillas. En esta ocasión, se seleccionaban líneas en las que todas las 

semillas expresaban GFP. También se utilizó la tecnología de CRISPR/Cas9 

para la generación de mutantes de pérdida de función de UBC26 

(At1g53025), obteniendo los mutante subc26_c1 y ubc26_c2.  

Preparación de medios de cultivo  

In vitro  

Para ensayos de crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis se utilizó el 

medio de cultivo Murashige–Skoog (MS), cuya composición es de 2.45 g/l de 

sales MS (Duchefa Biochemie) y 1.28 g/l (6mM) MES, ajustándose el pH a 5.7 

con KOH. A este medio de cultivo MS se le adicionó 1% sacarosa. Para la 

solidificación del medio se añadió 1% de “Phyto agar” (Duchefa Biochemie) 

Se utilizaron placas de Petri de 9 cm de diámetro para recuentos de 

germinación y establecimiento, placas de 14 cm de diámetro para la 

selección en masa de las diversas transgénicas y placas cuadradas de 12 cm 

para los ensayos de medida de crecimiento de raíz. El medio se esterilizó 

mediante autoclave como se describe previamente. Cuando fue necesario, 
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una vez atemperado el medio a 50oC, se añadieron los antibióticos 

necesarios para selección de transformantes o la concentración de ABA 

adecuada para realizar los distintos experimentos. 

Para ensayos de crecimiento in vitro, la esterilización de semillas se realizó 

utilizando la solución de esterilización que contiene 70% de etanol y 0.01% 

Tritón X-100 durante 10 min, seguido de solución de esterilización con 

hipoclorito de sodio al 50% que se mantuvo durante 5 min. La eliminación 

de la solución de esterilización se realizó mediante 4 lavados con 1 ml de 

agua Milli-Q estéril y en cabina de flujo laminar. En el último lavado, las 

semillas se mantuvieron en suspensión en 1ml de agua Milli-Q y se 

sembraron, después de la esterilización, en placas de medio Murashige–

Skoog (MS) suplementadas o no con diferentes concentraciones de ABA 

según los requerimientos de cada experimento. La estratificación se realiza 

en oscuridad a 4oC durante 72h y posteriormente, las placas se incubaron en 

una cámara de crecimiento de ambiente controlado a 22oC en condiciones 

de fotoperiodo de día largo (DL) (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) a una 

intensidad de luz de 80 a 100 µE/m2 s2. 

Tratamientos de A. thaliana  

Para la realización de los distintos tratamientos en Arabidopsis se 

necesitaron diferentes soluciones Stock.   
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Preparación de solución Stock de ABA  

La solución de ABA se preparó a partir del enantiómero (+) ABA (Biosynth y 

SigmaAldrich). Para su preparación, se disolvieron 26,4 mg de ABA en 1 ml 

de tampón 50 mM Tris-HCl pH 8.0 cuyo volumen final fue de 10 ml 

completado con agua Milli-Q autoclavada hasta obtener una solución de 

Stock de 10 mM de ABA. Todo el proceso se realiza en condiciones estériles.  

Preparación de solución Stock de MG132  

El StocK de MG132 (UBPBio) en polvo se disolvió en DMSO, hasta un 

volumen final de 5 mM. La solución final utilizada para los experimentos fue 

de 50 µM.  

Preparación de solución Stock de cicloheximida (CHX) 

Para su preparación, resuspendemos la cicloheximida (CHX, Sigma-Aldrich) 

en DMSO, hasta un volumen final de 100 mM. La concentración de uso en 

los experimentos realizados fue de 100 µM. 

Tratamientos en medios sólidos 

Las placas MS se prepararon con diferentes concentraciones de ABA. Los 

experimentos de germinación y de establecimiento requirieron de 

concentraciones de ABA de 0.5 a 1 µM. Estos tratamientos consistían en la 

siembra de aproximadamente 100 semillas por genotipo. La emergencia 

radicular se analizó a las 72 h en luz. La germinación de la semilla y el 

establecimiento de plántulas se cuantificó como el porcentaje de semillas 

que se desarrollaron en cotiledones verdes expandidos y el primer par de 
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hojas verdaderas a los 5 o 7 días. En las placas de crecimiento de la raíz se 

requiere una concentración de 10 µM de ABA. Para la realización de estos 

experimentos primeramente se hacen crecer los genotipos objeto de 

estudio en placas de MS en posición vertical, una vez que se produce la 

germinación y establecimiento, normalmente sobre las 72 horas, unas 20 

plántulas de cada genotipo se pasan a placas, de crecimiento de raíz, 

cuadradas de 12 cm, suplementadas con 10 µM de ABA o a placas de MS, 

colocándolas nuevamente en posición vertical. Las placas fueron escaneadas 

usando un escáner de superficie plana después de 10 días para producir 

archivos de imagen adecuados para análisis cuantitativo del crecimiento de 

la raíz utilizando ImageJ v1.37 software. 

Tratamientos en medios de cultivo líquido 

Para el análisis de la expresión de proteínas mediante tratamiento con 

MG132, CHX o ABA se procedió del siguiente modo. Se sembraron 

aproximadamente unas 50 semillas de cada genotipo en placas de MS y se 

mantuvieron durante 5 días en crecimiento vertical, posteriormente se 

traspasaron 10 plántulas de cada genotipo a matraces de 100 ml 

previamente esterilizados con una cantidad inicial de 3 ml de medio MS 

líquido y se hicieron 3 réplicas de cada genotipo por tratamiento. Tras 

mantener las plántulas en crecimiento durante aproximadamente 10 días, 

se procedía a eliminar el medio líquido MS y se añadía medio líquido nuevo 

con tratamientos de 50 µM de MG132 durante aproximadamente 12 horas, 

tratamiento muy importante en líneas de sobreexpresión RSL1/RFA ya que 
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estas proteínas se degradan vía proteosoma 26S. Para el análisis de vida 

media de proteínas se suplementó con 100 µM de CHX, y se procedió a 

tomar muestras a 0, 3, 6 y 9 horas. Los tratamientos con ABA, se realizaban 

a una concentración de 50 µM durante aproximadamente 6 horas.  

Cultivo en invernadero 

Para la propagación de plantas y realización de cruces de Arabidopsis, 

plántulas crecidas durante 7 días en cultivo in vitro de placas en medio sólido 

MS fueron transferidas a alveolos con tierra, constituida por los porcentajes:  

50% turba, 25% vermiculita, 25% perlita; cultivado bajo condiciones de día 

largo, a una temperatura de 20/23°C, con una humedad relativa del aire del 

40-50% y con unas condiciones de luz de 150 µmol/m2s. En estas condiciones 

Col-0 completa su ciclo vital en 6 semanas aproximadamente.  

Generación de dobles y triples mutantes de pérdida de función  

Para obtener mutantes combinados en Arabidopsis se sembraron plantas 

mutantes parentales en alveolos y se mantuvieron en estas condiciones 

durante aproximadamente 4 semanas. Uno de los mutantes parentales se 

emasculó para aislar ovarios. El polen del otro parental mutante se 

incorporó a los ovarios y los cruces se mantuvieron envueltos en plástico 

durante 48 horas, permitiendo así, el desarrollo del cruce debido a que el 

ovario tras este proceso se daña fácilmente. La generación filial 1 (F1), se 

sembró en placas MS en condiciones de día largo y se volvieron a crecer en 

invernadero de la misma forma que se ha descrito en el cultivo para 

invernadero. 
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Para la obtención de líneas homocigóticas, la generación filial 2 (F2) se 

sembró en medios MS que contenían como agente selectivo 0.5 µM de ABA. 

La selección con ABA facilita el aislamiento de los mutantes homocigotos. 

Para la identificación de su genotipo, se realiza un genotipado mediante PCR. 

Las líneas mutantes dobles y triples de las RFAs se describen en la tabla 7. 

Generación de líneas CRISPR-Cas 9 de pérdida de función de 
UBC26  

La guía de ARN (ARNsg) dirigido a UBC26 (At1g53025) se diseñó usando la 

herramienta en línea, PLANTA CRISPR, disponible en 

http://www.genome.arizona.edu/crispr/CRISPRsearch.html. Se seleccionó una 

secuencia de 19 pb seguida de la secuencia GGG (PAM). Para clonar el ARNsg 

se usó el vector pDONR207 modificado (GenBank MG917725.1), este vector 

contiene el promotor AtU6-26 seguido del andamio ARNsg y el terminador 

de ARN polimerasa III. Introdujimos la secuencia de RNAsg por SLIM-PCR 

como se describió previamente por Chiu et al.,2004. Después de verificar por 

secuenciación la clonación, se amplificó un fragmento por PCR que incluía el 

promotor AtU6-26, el ARNsg, el andamio de ARN y el terminador, con 

cebadores que contienen sitios de restricción para HindIII y SpeI (P1b-HindIII 

y P4b-SpeI). El fragmento se clonó en el vector pHEE2E-TRI, que expresa Cas9 

conducido por el promotor EC1.2 específico de células de huevo (Wang et 

al., 2015b). El vector resultante pHEE2E-TRI que contiene Cas9 y el ARNsg se 

transfirió a Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260) (Deblaere et al., 

1985) por electroporación y se utilizó para transformar las plantas de tipo 

http://www.genome.arizona.edu/crispr/CRISPRsearch.html
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silvestre de Columbia por el método de inmersión floral o “floral dip” (Clough 

& Bent, 1998). Los transformantes T1 fueron seleccionados en medio 

suplementado con 20 µg/ml de higromicina. Mediante el método CTAB 

(Doyle and Doyle, 1987), se extrajo el ADN genómico de la generación T1, 

que fue usado para analizar las mutaciones causadas por CRISPR/Cas9. Para 

ello se amplificó un fragmento de 590 pb que contiene el sitio objeto de 

CRISPR usando cebadores específicos (Tabla 7). La amplificación de PCR se 

limpió con ExoSAP-IT (Affimetrix) que elimina el exceso de cebadores y dNTP 

después de la PCR. La exonucleasa I elimina los cebadores residuales 

monocatenarios y cualquier ADN extraño monocatenario producido durante 

la PCR. SAP elimina los dNTP restantes de la mezcla de PCR que pueden 

interferir con las reacciones posteriores. Las PCRs fueron secuenciadas 

posteriormente. Se obtuvieron plantas mutantes homocigotas T2 y sus 

descendientes que fueron utilizados en los experimentos de esta tesis.  

Tabla 7. Detalle de la secuencia de los primers usados para la generación de líneas CRISPR/cas9 de UBC26 

Nombre del Oligo secuencia 5´- 3´ 

SLIM_AT1G53025- 2Ft TGGCTACGTACAGAGCGCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

SLIM_Rs GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

SLIM_Fs CAATCACTACTTCGACTCT 

SLIM_AT1G53025-2Rt CGCGCTCTGTACGTAGCCACAATCACTACTTCGACT 

P1b- HindIII TTTTTTAAGCTTGTTTAAACAAGCTTTCGTTGAAC 

P4b –SpeI TTTTTTACTAGTGGTTTAAACAAAAAAAGCACCG 

FINTRON3 UBC26 GAAGTTCAATTTGTTGTTGAC 

RvUBC26_2Cas9 CTCTGTCTGTCTAGCTTCTTCAAGG 
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Generación de líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana  

Los vectores pALLIGATOR2 y pMDC43 conteniendo el gen de interés fueron 

transferidos a Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260) (Deblaere et 

al., 1985) por electroporación y se utilizaron para transformar las plantas de 

tipo Col-0. 

En el caso de las construcciones pALLIGATOR2, las semillas T1 fueron 

seleccionadas a gracias a la expresión GFP dirigida por el promotor especifico 

de semilla At2S3 (Bensmihen et al., 2004), visible en microscopio con filtro 

para GFP. Las semillas T1 seleccionadas se crecieron en invernadero para 

obtener las distintas líneas T2. La misma estrategia de selección de GFP 

utilizada anteriormente se siguió con las líneas T2. En este caso, para 

asegurarnos de que eran portadoras de una sola inserción se seleccionaron 

líneas que presentan una segregación 3:1 con respecto a la florescencia de 

GFP. Las líneas T2 seleccionadas se crecieron en condiciones de invernadero 

para la obtención de las líneas T3 homocigotas con una sola inserción.  

En el caso de los vectores pMDC43, las semillas T1 fueron seleccionadas 

utilizando medio selectivo con 25 µg/ml del antibiótico higromicina. Las 

plántulas T1 resistentes fueron transferidas a alveolos en invernadero y 

cultivados en condiciones de DL para generar las distintas líneas T2. Las 

líneas T2 fueron nuevamente seleccionadas en medio con higromicina, 

donde se seleccionaron las líneas T2 que presentaban una segregación 3:1, 

asegurándonos la obtención de una progenie homocigota T3 portadora de 

una sola inserción, que se utilizaron en la realización de los experimentos.  
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Todas las líneas utilizadas se muestran en la Tabla 8.  

Tabla 8. Listado de líneas mutantes y líneas transgénicas utilizadas 

GENOTIPO Fondo /Ecotipo  OBSERVACIONES 

rfa1 Col-0 Salk_005363 

rfa4 Col-0 Salk_208771c 

rfa5-1 Col-0 Salk_206771c 

rfa1 rfa4 Col-0 Homocigota 

rfa4 rfa5 Col-0 Homocigota 

rsl1 rfa1 Col-0 Homocigota 

rsl1 rfa5 Col-0 Homocigota 

rfa1 rfa5 Col-0 Homocigota 

RNAi 2.8.1 Col-0 Bueso et al., 2014 

RNAi 2.14.8 Col-0 Bueso et at.,2014 

RNAi 7.8.1 Col-0 Bueso et al., 2014 

RNAi 2.16.2 Col-0 Bueso et al., 2014 

T2.10 HA-RFA1 Col-0 pALLIGATOR. 

T2.22 HA-RFA1 Col-0 pALLIGATOR. 

T2.3 HA-RFA4 Col-0 pALLIGATOR. 

T2.6 HA-RFA4 Col-0 pALLIGATOR. 

T2.2 HA-RFA4∆C Col-0 pALLIGATOR. 

T2.7 HA-RFA4∆C Col-0 pALLIGATOR. 

T2.2 HA-RFA4∆CC361A Col-0 pALLIGATOR. 

T2.6 HA-RFA4∆CC361A Col-0 pALLIGATOR. 
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Continuación   

HA-RFA5 Col-0 pALLIGATOR. 

T3.1 ubc26_C1 Col-0 Homocigota (T) 

T3.5 ubc26_C2 Col-0 Homocigota (A) 

rsl1xrfa1xrfa5 Col-0 Homocigota 

rsl1xrfa1xrfa5 Col-0 Homocigota 

T3.2 HA-RSL1 Col-0 pALLIGATOR. 

T3.3 HA-RSL1 Col-0 pALLIGATOR. 

T3.3 HA-RSL1 ∆TM Col-0 pALLIGATOR. 

T3.9 HA-RSL1 ∆TM Col-0 pALLIGATOR. 

ubc26-1 Col-0 Salk_137419 

bc26-2 Col-0 Sail_906_C01 

pho2/ubc24 Col-0 
         Enviada por el laboratorio de 

Paz–Ares, Javier 

rfa1(+,-) rfa4 Col-0 Sesqui con rfa1 segregando 

T2.1HA-UBC26 Col-0 pAlligator  

T2.8 HA-UBC26 Col-0 pAlligator  

T2.6 HA-UBC26 Col-0 pAlligator  

Realización de ensayos fisiológicos por pérdida de agua 
en Arabidopsis. 

Para el análisis de pérdida de agua, tanto los mutantes de pérdida de función 

rfa1 rfa4 como el silvestre fueron crecidos en invernadero en condiciones 

normales de riego durante 21 días. Posteriormente, se cortaron 10 hojas de 
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tamaño similar desde 5 plantas individuales de cada genotipo, estas hojas 

fueron sometidas a pérdida de agua mediante el uso de la cabina de flujo 

laminar. Posteriormente, se realizaron medidas de peso fresco a intervalos 

de tiempo de 30 minutos, durante 120 minutos. El análisis gravimétrico de 

pérdida de agua fue presentado mediante porcentaje de pérdida de peso 

fresco en cada uno de los tiempos en los que se realizaron las medidas.  

Realización de ensayos de termografía infrarroja en 
Arabidopsis 

Para la realización de los ensayos de termografía infrarroja se cultivaron un 

mínimo de 5 plantas de cada uno de los genotipos a estudiar de Arabidopsis 

durante unas 6 semanas en cámara con un ambiente controlado a 22oC bajo 

un fotoperiodo de 12h día, 12h noche y una cantidad de luz de 100 µE m-2s-

1 con una humedad ambiental de 40-50%. Las imágenes termo gráficas 

infrarrojas de las hojas de roseta fueron tomadas con un equipo de cámara 

térmica FLIR E95 equipado con una lente de 42°. Para la cuantificación de la 

temperatura, se analizaron 15 secciones diferentes correspondientes a 4 

hojas de cada una de las plantas. El procesado de las imágenes y la 

cuantificación se llevó a cabo mediante la herramienta software FLIR. Se 

determinó la temperatura ± desviación estándar de todas las plantas para 

cada genotipo. Para las comparaciones estadísticas entre los genotipos se 

realizaron pruebas t de Student por pares. 
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Métodos de extracción y análisis de ácidos 
nucleicos. 

Extracción de ADN plasmídico en bacteria E. 
coli.  

Para la obtención de ADNp de E. coli se utilizó el método de lisis alcalina. Se 

centrifugaron 1.5 ml de cultivos saturados de E. coli a 10000 rpm durante 1 

min. El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en 100 µL de 

agua Milli-Q. Posteriormente se añadió 100 µL de solución de lisis (NaOH 0.1 

M, 10 mM de EDTA y SDS al 2%). A continuación, las muestras se calentaron 

a 95oC durante 2 min, tras este tiempo se pusieron en hielo. En el siguiente 

paso se añadió 50 µl de MgCl2 1 M a cada tubo y después de agitar la solución 

mediante vórtex, los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 7 min. Tras 

este tiempo se añadieron 50 µl de solución de neutralización de AcK 5 M 

(equilibrado con ácido acético a pH 5.0). El ADNp se precipitó con 2 

volúmenes de etanol al 96% preenfriado y se incubaron durante 15 minutos 

en hielo, el precipitado fue recogido por centrifugación a 14000 rpm durante 

10 min. Posteriormente se descartó el sobrenadante. El ADNp resultante se 

lavó con 500 µl de etanol al 70% y se centrifugó a 14000 rpm durante 2 min. 

El ADNp se secó al aire y se resuspendió con 30 µl de agua Milli-Q. 
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Extracción de ADN genómico de Arabidopsis 
thaliana.   

Para la extracción de ADN genómico (ADNg) para el análisis de mutantes 

como rfa1rfa4 o rsl1rfa1rfa5-1 de Arabidopsis, véase los oligos utilizados en 

la tabla 4. Se utilizaron aproximadamente 100 mg de material vegetal de 

plantas de 2 semanas de edad.  Las hojas se recogieron en tubos eppendorf 

y se congelaron en nitrógeno líquido. El material fue triturado y 

homogenizado con brazo de vidrio hasta obtener un polvo fino. 

Posteriormente se añaden 2 volúmenes de tampón de extracción (bromuro 

de cetil trimetilamonio al 2% (CTAB), Tris-HCl 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM, 

NaCl 1.4 M) a las muestras, que fueron incubadas a 65oC durante 10 min.  A 

continuación, se añadió 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) 

y se agitaron en vórtex. Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 

10 min. El volumen de la fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo eppendorf 

y se añadió 1/10 CTAB al 10% (CTAB al 10% es muy viscoso, por lo que se 

debe precalentar la solución a 65 0C antes del uso) seguido de una 

incubación a 65oC durante 2 min de las muestras.  Después para la inducción 

de la precipitación del complejo CTAB/ADN-ARN, se añadieron 2 volúmenes 

de agua Milli-Q y las muestras se mantuvieron en incubación en hielo 

durante 15 minutos. Posteriormente se realizó una centrifugación de 14000 

rpm durante 10 minutos. Después se desechó el sobrenadante y se 

añadieron 400 µl de NaCl 1 M para resuspender el pellet. Para precipitar el 

ADN, se añaden 800 µL de etanol al 96% seguido de incubación en hielo 
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durante 15 minutos. El último paso fue recolectar el ADNg por centrifugación 

a 14000 rpm durante 15 minutos. Las muestras se lavaron con una solución 

de etanol al 70%, y el ADNg se resuspendió con 30 µl de agua Milli-Q. 

Análisis de ADN por reacción de PCR 

Polimerasas utilizadas  

ADN-polimerasa 50TM (life-Tecnologies) PFX de corrección de 
errores 

Se utilizó ADN polimerasa PFX para amplificaciones de marco abierto de 

lectura (ORF) y su posterior Clonación por GATEWAY™ en 

pCR®8/GW/TOPO®. 

Taq-polimerasa (producción casera) 

Para amplificación por PCR de ADNg obtenido desde mutantes de 

Arabidopsis mediante el protocolo del CTAB. 

En la Tabla 9 se muestra el listado de oligos empleados.  

Tabla 9. Oligos usado para la amplificación del ADN genómico 

Amplificación    Nombre del oligo Secuencia 5´- 3´ 

RSL1  

FLPAG2G26130 GGCTTTACTTCAAGGGTTTGG 

RPAT2G26130 TAGTAGAGACGGTTCTGGTAC 

RFA1  

F3g43750 ATGGAGGAAAGTACTTTAGTACCA 

Rstop3g43750 TTAGAGAATGTAACGATGATGATA 
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Continuación   

A5 

F5g37560 ATGGATTATGCGGTAACCAAAG 

RRFA5EXON2 CACAGTTTTGGTACGATGTTGA 

RFA4 

F2g21420 ATGGAAAAACATGATCTAACTTTG 

FMDFRFA4 ATGGATTTTGCGACAACCGGAGAT 

 Inserción 

Sail ADN-T 
LB3Sail TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACC 

 Inserción 

SalK ADN-T  
New pROK2 GCCGATTTCGGAACCACCATC 

Vectores de clonación utilizados. 

Vector de entrada  

Clonación GATEWAY ™ 

Para la clonación de vectores de entrada se utilizó el Kit GATEWAY™ 

pCR8®/GW/TOPO®TA Cloning® (LifeTecnology). Para ello, se siguieron los 

pasos descritos en el manual, los cuales se resumen a continuación:  

1. Amplificación del gen que se desea introducir en el vector de entrada, 

como ejemplo he elegido a RFA4 ∆C (RFA4 que carece de los residuos de 

aminoácidos de la posición 385-488), para ello se realiza una amplificación 

con los cebadores adecuados por PCR y usando la polimerasa PFX 50 

correctora de errores. Esta amplificación se lleva a cabo con los 

correspondientes temperaturas y tiempos indicadas para la polimerasa 

PFX50. 
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2.  Posteriormente se produce un paso de unión de A en cada extremo, en 

el que se añade Taq polimerasa sin corrección de errores, producida en el 

laboratorio y dNTPs (10 mM). Posteriormente se incuba durante 10 minutos 

a 72oC en termocicladora. Para inactivar las polimerasas la reacción 

resultante se incuba a –20oC durante 12h (aunque con unos pocos minutos 

sería suficiente). 

3.  A continuación se realiza la reacción TOPO en la cual 5 µl del producto de 

PCR + As se mezclan con 1 µl de sales TOPO y 0.5 µl de pCR8. Se completa 

con un volumen final de 5 µl añadiendo la cantidad de agua Milli-Q 

necesaria. Esta reacción se incuba a 25oC durante 30 minutos máximo. 

4. Finalmente se procede a realizar la transformación en bacterias 

quimiocompetentes de E. coli. 

Una vez que se crecen mediante los pasos descritos anteriormente, se extrae 

el ADNp y se secuencia para descartar cualquier mutación introducida en el 

proceso. 

pENTR221-RFA4 

Fue obtenido desde el Arabidopsis Biological Center (ABRC, The Ohio State 

University).  

pENTR201-UBC24 (PHO2) 

Cedido por el laboratorio del Dr. Paz-Ares Rodríguez, del Centro Nacional de 

Biotecnología (CNB, Madrid).  
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pCR8-RFA4∆C 

Para la clonación del mutante RFA4∆CC361A se realizó la técnica SLIM-PCR 

descrita en Chiu et al. (2004). En la Tabla 10 se muestran los oligos utilizados 

para la amplificación.  

Todos estos vectores, fueron posteriormente dirigidos hacia sus 

correspondientes vectores destino. 

Tabla 10. Oligos y su secuencia usados para la amplificación de RFA4ΔC y RFA4ΔCC361A. En azul, se indican la 
secuencia de los adaptodores a través de los cuales se produce la circularización espontánea.  

Amplificación Nombre del oligo Secuencia 5´- 3´ 

RFA4 ∆C 

F2g21420 ATGGAAAAACATGATCTAACTTTG 

RvStopRFA4DC  TCAGCATCCTCGTTGGTTCCATTC  

       RFA4 ∆C C361A 

FtRFA4C361A  
TTTGAAGGTGCCAACCACATAACTTGCAGAT

GTGGATTTGAGTTT 

RsRFA4C361A AAGTTCAACCAAGTTGCTACACTG 

FsRFA4C361A ACTTGCAGATGTGGATTTGAGTTT 

RtRFA4C361A  
TATGTGGTTGGCACCTTCAAAAAGTTCAACCA

AGTTGCTACACTG 

Vectores destino 

Para la generación de la mayoría de los vectores de destino se utilizó la 

tecnología GATEWAY™ LR Clonase II. 

Para esta reacción se necesitan de 50-150 ng de ADN del vector de entrada 

y 150 ng de ADN del vector destino mezclándose con 1.5 µl de enzima LR 

Clonase ™ II (Life tecnologías). El volumen final de la mezcla se llevó a 7.5 µl 
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con agua Milli-Q y posteriormente se incuban a 25oC durante 12h, el tiempo 

se puede acortar dependiendo del tamaño del vector destino. Para inactivar 

la enzima LR clonasa, se añade 1 µl de proteínquinasas (equivalente al 1% de 

solución en la muestra) y se incuba a 37oC durante 10 min. Se transforman 5 

µl de quimiocompetentes de E. coli y el procedimiento para el crecimiento 

posterior en placa se describe en el apartado de preparación de medios de 

cultivo.  

Para doble híbrido de levaduras (Y2H, Yeast-Two – Hybrid) 

Para ensayos de doble híbrido de levadura (Y2H), se utilizaron los vectores 

destino pGBKT7-GW y pGADKT7-GW. Los genes clonados en estos vectores 

se fusionaron al dominio de activación GAL4 (GAD) en pGADKT7, o al enlace 

GAL4 dominio (GBD) en pGBKT7. 

Las E3 ligasas RFA1, RFA4 y RFA4∆C se clonaron en pGAD, las enzimas E2 

UBC26 y UBC24 se clonaron en pGBD. Los receptores de ABA obtenidos 

previamente en el laboratorio se clonaron en pGBD. 

Construcciones para la expresión en estable en 
Arabidopsis 

En Arabidopsis, para la obtención de líneas GFP-PYR/PYLs se utilizaron los 

vectores GW-pMDC43. En estos vectores se introducen las proteínas de 

interés que se expresan bajo el control del promotor 35S y se fusionan en el 

extremo C-terminal de la proteína verde fluorescente. Para la obtención de 

líneas transgénicas sobreexpresoras portadoras del epítopo HA, se usó el 
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vector pALLIGATOR2–GW (Bensmihen et al., 2004). Se generaron 

construcciones HA-RFA1, HA-RFA4, HA-RFA4∆C y HA-RFA4∆CC361A. 

Construcciones para la expresión en transitoria Nicotiana 
benthamiana  

Utilizadas para localización de proteínas en células epidérmicas 
de Nicotiana. 

A través de GW-pMDC43 se fusionaron las proteínas RFA1, RFA4, RFA4∆C, 

RFA4∆CC361A, UBC24 y UBC26. A través del vector pMDC83-GW, la proteína 

de interés se fusiona a GFP por su parte N-terminal, obteniéndose así RFA1-

GFP.  

Utilizadas para Complementación de fluorescencia bi-molecular 
(BiFC) y multicolor BiFC (mcBiFC) en Nicotiana. 

Para los experimentos de BiFC, los vectores de destino utilizados fueron 

pYFPc43 e pYFPN43 (Belda-Palazón et al., 2012). Las proteínas de interés se 

fusionaron a la parte N-terminal o C-terminal de la proteína fluorescente 

amarilla (YFP) bajo control del promotor 35S. Para mcBiFC los vectores 

utilizados fueron obtenidos de Gehl et al.,2009. En este trabajo se clonaron 

PYR1/PYL4 en vectores p(MAS)-SCYCE(R), RSL1 en pDEST-SCYNE(R) y RFA4 

en pDEST-VINE(R). En el caso de la interacción de RFA4 con UBC26 y los 

receptores del ABA. Se clonó RFA4 en vectores p(MAS)-SCYCE(R), UBC26 en 

p(MAS)-SCYNE(R) y los receptores del ABA en pDEST-VYNE (R).  
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Construcciones para la purificación de proteínas en E. 
coli. 

Para la expresión de proteínas recombinantes, se utilizaron dos sistemas. El 

vector pETM-11 se usó para expresar proteínas marcadas con cola de 6His 

fusionada en la parte N-terminal de la proteína. Se trata de un vector de 

clonación por restricción. Para realizar la clonación se realiza un corte con 

una enzima de restricción en el vector de entrada, en nuestro caso, tenemos 

en cuenta a la hora de amplificar por PCR la proteína de interés añadir un 

sitio de corte NcoI. Como el vector pCR8 genera dos sitios de corte EcoRI que 

flanquean a la proteína de interés (estos dos enzimas de restricción son los 

que más se utilizan para este tipo de clonación en el laboratorio), una vez 

que la proteína está en el vector de entrada pCR8 se hace una restricción 

con NcoI–EcoRI. El vector destino también es digerido con la misma 

combinación de enzimas de restricción. Las digestiones se purifican desde 

gel de agarosa. Para la reacción de ligación se añaden 50 ng de inserto y 150 

ng de vector destino, junto con la ligasa T4 y buffer de la enzima 10X. El 

volumen final se completa con agua Milli-Q hasta obtener 15 µl. Esta 

reacción de ligación se incuba durante 12-16 h y tras este periodo unos 5 µl 

de reacción son transformados en bacterias quimiocompetentes. Las 

proteínas del laboratorio que van fusionadas a His son 6His-PYR1 y 6His- 

PYL4. Otro vector utilizado para la expresión de proteína recombinante es el 

vector pMAL-c2 (Biolabs), la etiqueta que va a marcar a la proteína es la 

proteína de unión a maltosa (MBP) fusionada en posición N-terminal, las 

proteínas expresadas con MBP son MBP-RFA1, MBP-RFA4∆C. 
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Extracción de ARN y análisis de la 
expresión del gen por PCR o PCR 
cuantitativa en tiempo real (qPCR). 

La extracción de ARN en mutantes de pérdida de función de rfa1 rfa4 se 

realizó a partir de muestras de silicuas de dos semanas de edad, ya que es el 

tejido de Arabidopsis que expresa mayores niveles del gen. Para la 

extracción de ARN se usó el reactivo Trizol (Invitrogen). El ARN se purificó 

adicionalmente a través del tratamiento con ADNseI y el mini kit de 

purificación de ARN RNeasy (Qiagen). El ADN complementario (ADNc) se 

sintetizó usando el kit Superscript IV (Invitrogen). Para la qPCR se usó el 

reactivo   Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies) y ADN Taq 

de platino polimerasa (Invitrogen). En la reacción se añadieron 0.4 µl de 

ADNc en un volumen final de 10 µl y los niveles de transcripción de RFA4 se 

normalizaron sobre el del gen de referencia UBQ10 (Czechowski, Stitt, 

Altmann, Udvardi, & Scheible, 2005). Véase tabla 6 para los oligos utilizados 

para qPCR. El equipo utilizado fue RTqPCR fue 7500 Fast Real-Time PCR 

System de Applied Biosystems. Las condiciones para la PCR fueron:  1 ciclo 

de desnaturalización de 15 segundos a 95oC, 40 ciclos de desnaturalización 

(15 segundos at 95oC), un paso de hibridación de oligos (30 segundos a 55oC) 

y paso de extensión (30 segundos a 60oC); posteriormente 1 ciclo de 

disociación de ADN (15 segundos a 95oC, 1 min a 60oC). 
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Los resultados de qPCR fueron analizados mediante 7500 Software v2.0.4 

(Applied Biosystems), usando el método de la expresión relativa de genes 

2ΔΔCt como se describe en (Livak & Schmittgen, 2001). En la Tabla 11 se 

muestran los oligos utilizados.  

Tabla 11. Oligos y sus secuencias usadas para la determinación de la expresión de RFAs por qPCR. 

Amplificación Nombre del oligo Secuencia 5´- 3´ 

RFA1 

Fq3G43750 CATGCGATGATTACAAGAGATTGG 

Rq3G43750 TACGTTGCATCCTTCGATACG 

RFA4 

Fq2G21420 AATGATGATGGCTCAGAATTAGATG 

RV-RFA4 TCAGTTGCTCTCATCTTTCTGC 

Tecnología de proteínas. 

Inducción de proteínas recombinantes en E. 
coli. 

Para la inducción de proteínas recombinantes se crecieron bacterias E. coli 

junto con el plásmido pETM-11 o pMAL-c2 durante 3 horas a 37oC en medio 

LB o hasta alcanzar una densidad óptica (OD660) de 0.6-0.8. En este punto, se 

añadió 1 mM de isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) como inductor 

de la expresión de proteínas. Posteriormente las bacterias se mantuvieron 

en incubación 3h a 28oC. Para recoger el pellet bacteriano, el cultivo se 

centrifugó a 3000 g durante 15 minutos. Se desechó el sobrenadante. El 

pellet se lavó con 2 ml de tampón MBP (Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, 200 mM 
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NaCl, EDTA 1 mM y β-mercaptoetanol 10 mM, que se añade en el momento 

del uso, posteriormente se centrifugó a 13000 g durante 1.5 minutos a 4oC 

y se guardó hasta su uso a -80oC. 

Purificación de proteínas recombinantes en E. 
coli. 
Las proteínas recombinantes etiquetadas con 6His se purificaron hasta 

homogeneidad utilizando cromatografía de afinidad de níquel-

nitrilotriacético (Ni-NTA), tal como se describe en Antoni et al., 2012. 

Posteriormente, el pellet de proteínas se resuspendió en 2 ml de tampón de 

histidina (tampón HIS, Tris-HCl 50 mM, pH 7,6, KCl 250 mM, 10% de glicerol, 

0.1% de Tween 20 y 10 mM de β-mercaptoetanol), y las células se sonicaron 

con 2 pulsos de 30 segundos (posición de espera, 50% de la potencia) en un 

Branson Sonifier. Posteriormente se centrifuga a 14000 g durante 15 

minutos a 4oC, y se recoge el sobrenadante, el cual se diluyó con 2 

volúmenes de tampón HIS. Para la extracción de proteína se utiliza una 

columna de agarosa ácida de Ni-NTA de 0.5 ml a la que se le añade la mezcla 

del sobrenadante con los dos volúmenes de tampón de HIS. Posteriormente, 

la columna se sometió a 3 lavados con 10 ml de tampón HIS suplementado 

con 20% de glicerol y 30 mM de imidazol. La proteína unida a la columna se 

eluyó con tampón suplementado con 20% de glicerol y 250 mM de imidazol. 

La recuperación de las columnas se realizó agregando 5 ml de acético 0.2 M 

de una solución suplementada con 30% de glicerol, lavándola 
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posteriormente con 8 ml de agua Milli-Q. La resina se mantuvo a 4oC con 5 

ml de 30% etanol. 

Cultivo y purificación de proteínas fusionadas 
a MBP. 

La proteína de unión a maltosa (MBP) es una proteína grande de 

aproximadamente 42.5 KDa.  

La purificación de la proteína se realizó por cromatografía de afinidad en 

columnas con amilosa. La matriz para la separación de proteínas fue la resina 

de amilosa (Nueva Inglaterra, Biolabs), que es un polímero con alta afinidad 

por la proteína MBP. Se añadió 1 ml de la resina a la columna para la 

generación de la matriz, el flujo se descartó y la resina se lavó una vez con 

10 ml de tampón MBP (TrisHCl 20 mM, pH 7.4, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM y 

β- 10 mM mercaptoetanol). Las muestras deben mantenerse en hielo 

durante el proceso, pero especialmente en el paso de sonicación, ya que así 

se preserva la integridad de las proteínas. Nuevamente como en los pasos 

explicados para la purificación de HIS, se resuspenden 2 ml de tampón de 

lisis MBP (1x MBP buffer, 10 mM de β-mercaptoetanol y 0.25% Tween 20), 

para su posterior sonicación con 2 pulsos de 30 segundos (posición de 

espera, 50% de la potencia) en un Branson Sonifier. Las muestras se 

centrifugaron a 13000 g durante 10 min y 4oC. Se recogió alrededor de 2 ml 

de la muestra y se diluyó 5 veces en dilución tampón de lavado de MBP (1x 

MBP tampón, 10 mM de β-mercaptoetanol). 10 ml de la muestra se cargaron 

en la columna, la cual se lavó con 10 ml de tampón de lavado de MBP y se 
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eluyó en fracciones de proteínas con 0.3 ml de tampón de elución MBP (1x 

tampón MBP, β-mercaptoetanol 10 mM y 200 µL de maltosa 0.5 M). 

La cuantificación de la proteína en ambos protocolos de purificación se 

realizó mediante medidas de Bradford (Bio-Rad). Las muestras se cargaron 

para realizar la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Tinción de Coomassie. 

Para la visualización de proteínas, los geles de acrilamida se incubaron en 

solución de tinción InstantBlue™ (Expedeon) durante 15 min. 

Posteriormente el gel se enjuagó con agua Milli-Q, hasta que el fondo fue 

eliminado. 

Ensayos “Pull-Down”. 

Para la realización de los ensayos Pull-down (Tabla 12) se fusionaron las 

proteínas RFA1 o RFA4∆C a MBP tal como se describe en Bueso et al., 

(2014b). En estos ensayos también fueron purificadas las proteínas 6His-

PYR1 y 6His-PYL4. Posteriormente 5 μg de MBP- RFA1, MBP-RFA4ΔC o MBP 

y 5 μg de 6His-PYR1 o 6His-PYL4 se incubaron durante 1 h a 4oC con balanceo 

constante en 0.5 ml de tampón de unión (Tris- HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 200 

mM, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0.5% (v/v). Después se purificaron proteínas 

MBP usando cromatografía de afinidad con amilosa, se eluyeron y analizaron 

por SDS-PAGE, seguido de transferencia mediante Western e 

inmunodetección usando anticuerpos monoclonales anti-etiqueta HIS 

(Roche). 
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Tabla 12. Construcciones realizadas para pull-down (PD). 

Construcción Plásmido 
selección en 

bacteria 
Referencia 

6His-PYR1 pETM-11 KanR Antoni et al., 2012 

6His-PYL4 pETM-11 KanR Antoni et al., 2012 

MBP-RFA1∆C pMAL-c2 AmpR Bueso et al.,2014 

MBP-RFA4∆C pMAL-c2 AmpR En este trabajo 

Extracción de proteínas de plantas. 

Para la extracción de proteínas en tejidos de planta se utilizaron dos tipos de 

tampón de extracción.  

Tampón Laemli 5x. 

Compuesto por: SDS 7.5 %, DTT 0.1M, EDTA10mM, azul de bromofenol 0.25 

mg/ml, Tris 0.3 M y sacarosa al 30%. La mezcla se tiene que llevar a pH 6.8 

con HCl.  La mezcla con el material vegetal se realiza con 2 volúmenes de 

tampón laemli 2x en 1 volumen de muestra homogenizada y pulverizada, 

tras pasarlas por N2 líquido. Posteriormente, esta mezcla se incubaba 

durante 10 min a 95oC, y tras este tiempo, las muestras se colocan en hielo 

durante 5 min. Tras la incubación, se da un golpe de centrífuga (spin) y se 

cargan en geles de acrilamida.  

Tampón de Lisis.  

Compuesto por Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, 

DTT 3mM, inhibidor del proteosoma 50 µM MG-132 (UBPBio) y 1 tableta de 
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mezcla antiproteasa Roche (1 tableta/10 ml de tampón). Dependiendo del 

experimento que queramos realizar se le pueden añadir otros compuestos 

tales como 10 nM de ubiquitin aldehído y 10 mM de NEM (N-etilmaleimida) 

compuesto que forma enlaces tioéter covalentes estables con sulfhidrilos (p. 

ej., cisteínas reducidas), lo que permite bloquearlos permanentemente para 

evitar la formación de enlaces disulfuro.  

Las mezclas de 1 volumen de material vegetal, debidamente pulverizado y 

homogenizado, se realizaban generalmente con 1.5 volúmenes de tampón 

de lisis. Se mantenían 15 min en hielo, agitando mediante vórtex cada 5 min. 

Posteriormente, se centrifuga durante 15 minutos en centrifuga de 4oC y el 

sobrenadante se trasfiere a otro eppendorf, al que se le añade la mezcla con 

tampón de carga laemmli 5X (concentración final 1X). A continuación, la 

mezcla se mantenía durante 5 minutos a 95oC, luego 5 minutos en hielo y se 

le daba un pequeño spin para que la muestra esté lista para cargar en gel de 

acrilamida.  

SDS-PAGE Electroforesis. 

El sistema utilizado para el análisis de proteínas fue el sistema de Bio-Rad. 

Geles de 10% de acrilamida (19:1 Acrilamida/Bis-acrilamida de National 

diagnóstico), 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.2% N, N, N´, N´-

tetrametiletilendiamina (TEMED) y 0.08% de persulfato de amonio (APS). El 

gel de concentración está compuesto por 4% de acrilamida/bisacrilamida, 

Tris-HCl 125 mM, pH 6.8, SDS al 0.1%, TEMED al 0.8% y 0.1% de APS. 
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Inmunoanálisis de proteínas (“Western blot”) 

Después de SDS-PAGE, se utilizó el método de transferencia húmeda para 

visualización de proteínas. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

polivinilideno difluoruro (PVDF) Immobilon®-P (Millipore ™), previamente 

activada en solución de metanol al 100%, utilizando Mini Trans-Blot® Cell 

sistema (Bio-Rad). El tampón de transferencia utilizado fue 1x Towbin (Tris-

HCl 25 mM pH 7.6, glicina 192 mM, metanol al 20% (v/v), 0.1% SDS) Para 

verificar la transferencia, la membrana se incubó en una solución Ponceau 

S(Sigma-Aldrich) (0.1% (p/v) en 5% ácido acético) durante 15 minutos en un 

agitador orbital.  Posteriormente se utilizó un 1% de ácido acético para fijar 

proteínas y para lavar la membrana y 1x solución salina tamponada con Tris 

(se usó TBS, Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 150 mM) para lavar 

completamente la membrana.  

Para la detección de proteínas, la membrana se incubó durante al menos 2h 

en solución de bloqueo (1x TBS, 0.1% Tween-20 con 5% (p/v) y leche 

desnatada en polvo). Posteriormente al bloqueo se incuba el anticuerpo 

adecuado durante al menos 1 h a temperatura ambiente disuelto en 

solución de bloqueo al 5% (Tabla 13). Después de la incubación con el 

anticuerpo, se realizaron 3 lavados con 1x TBST de 10 minutos para eliminar 

el exceso de anticuerpo primario. Tras los lavados, en los casos en los que 

fue necesario, se añadió el anticuerpo secundario, el cual también se diluyó 

en una solución de bloqueo al 5%, incubándolo durante 1 hora. Para la 

detección, se realizaron primeramente 3 lavados como los descritos 
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anteriormente. y posteriormente se usó el Kit de detección de transferencia 

de western de quimioluminiscencia ECL advance (GE Healthcare). 

La captura de imágenes se realizó con el analizador de imágenes LAS3000 y 

la cuantificación de la señal de proteína se realizó utilizando Image Gauche 

Software V4.0. 

Tabla 13. Listado de anticuerpo usados para la determinación por western-blot. 

Anticuerpo primario Descripción Referencia Dilución 

Anti-GFP Monoclonal Clontech, JL8 1:10.000 

Anti-HA/HRP Monoclonal Roche, 3F10 1:2.000 

Anti-GST Polyclonal Sigma, G7781 1:10.000 

Anti-Actin Polyclonal Agrisera, AS13 2640 1:5.000 

Anti-RFP (Biotin) Policlonal Abcam, ab3477 1:10.000 

Anti-Ubiq (P4D1:cs-8017) Policlonal 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1:1.000 

Anti-PYL4 Policlonal Yu et al., 2016 1:2.000 

Anti-PYR1 Policlonal Agrisera 1:200 

Anti-GFPn Policlonal Sigma 1:2.000 

Anti-His Monoclonal Roche BMG-his 1:2.000 

Anticuerpo secundario Descrición Referencia Dilución 

Anti-IgG(mouse)-HRP Polyclonal GE Healthcare 1:5.000 

Anti-IgG(rabbit)-HRP Polyclonal GE Healthcare 1:5.000 

Afinidad Descripción Referencia Dilución 

Streptavidin-HRP - Fisher 1:5.000 
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Ensayos de doble híbrido de levadura 
(Y2H, “Yeast-Two – Hybrid”). 

Las cotransformaciones se realizaron según lo descrito anteriormente. Las 

construcciones para Y2H que se utilizaron en esta tesis se resumen en la 

Tabla 14. Se creció la levadura cotransformada con los plásmidos que 

codifican GBD-cebo y GAD-presa en medio sintético carente de Leu y Trp, 

individualmente y cuando alcanzaron igual densidad celular, se realizaron 

diluciones seriadas de levaduras en medio de cultivo líquido (SD, -Trp, -Leu). 

Posteriormente, se realizaron goteos de las diluciones anteriores en placas 

con medio sólido (control medio SD, -Trp, -Leuy en medio sólido (SD, -Trp, -

Leu, -His) suplementados o no con 50 µM de ABA. Por último, las placas se 

incubaron durante 72 horas a 28oC en una cámara de cultivo. Una vez que 

se había producido el crecimiento suficiente las placas fueron escaneadas de 

la misma forma en que se ha descrito en tratamientos en medios sólidos. 

Tabla 14. Listado de construcciones realizadas para los ensayos de doble híbrido de levadura. 

Construcción Plásmido 
Selección en 

bacteria 
Referencia 

GBD-PYL4 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 

GBD-PYL5 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 

GBD-PYL6 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 

GBD-PYL8 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 

GBD-PYL9 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 

GBD-PYL10 pGBDKT7 KanR Santiago et al.,2009 
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Continuación    

GBD-UBC24 pGBKT7- GW KanR En este trabajo 

GBD-UBC26 pGBDT9 AmpR Sabrina Iñigo 

GAD-HA-RFA1 pGADT7- GW AmpR En este trabajo 

GAD-HA-RFA4 pGADT7- GW AmpR En este trabajo 

GAD-HA-RFA4 ∆C pGADT7- GW AmpR En este trabajo 

GAD-HA-PYL8 pGADT7- GW AmpR Belda-Palazon et al.,2016 

Visualización de proteínas en expresión 
transitoria con Agrobacterium. 

La expresión transitoria de proteínas, tanto para estudios de localización, 

estudios de interacción mediante BiFC, así como multicolor BiFC o 

simplemente para producción de las mismas in vivo, se realiza a través de la 

expresión en Agrobacterium. En la Tabla 15 se muestra las construcciones 

realizadas para estos estudios. Para ello, partimos de una colonia aislada de 

A. tumefaciens, transformada por electroporación como se ha detallado 

previamente, con la que iniciamos un precultivo en un volumen de 3 ml de 

medio líquido con el correspondiente antibiótico, en agitación y a 28oC 

desde 48 horas hasta saturación del cultivo. Posteriormente se realizó una 

dilución 1/100 del precultivo en LB realizado al momento, y se dejó crecer 

durante la noche. El cultivo de bacterias de A. tumefaciens se fue recogido 

por centrifugación a 3000 g durante 30 min y resuspendido en solución de 

infiltración (tampón MES 10mM a pH 5,6, acetosiringona 100 µM, MgCl2 
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10mM) a un OD660 de 1. Estas células se mezclaron con un volumen igual de 

A. tumefaciens C58C1 (pCH32 35S:p19) que expresa el supresor de 

silenciamiento p19 (Voinnet, Rivas, Mestre, & Baulcombe, 2003). Las 

bacterias fueron incubadas durante 3 horas a temperatura ambiente para 

conseguir la expresión de los genes de infección. Posteriormente se 

infiltraron en hojas jóvenes completamente expandidas de plantas de N. 

benthamiana de 4 semanas de edad. Las hojas fueron examinadas 48–72h 

después de la infiltración. 

Tabla 15. Construcciones utilizadas en los estudios de localización subcelular. 

 Construcción Plásmido 
Selección en 

bacteria 
Referencia 

C
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2x35S:RFA1-GFP pMDC83 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-RFA1 pMDC43 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-RFA4 pMDC43 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-RFA4∆C pMDC43 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-RFA4∆CC361A pMDC43 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-UBC24 pMDC43 KanR En este trabajo 

2x35S:GFP-UBC26 pMDC43 KanR En este trabajo 

NOS:OFP-TM23 pGPTVII KanR Batistic et 

al.,2012 

2x35S:GFP pMDC43 KanR Belda-Palazon et 

al.,2012 

C
o

n
st

ru
cc

io
n

e
s 

u
sa

d
as

 e
n

 in
te

ra
cc

ió
n

 

m
ed

ia
n

te
 e

n
sa

yo
s 

d
e 

B
iF

C
 

YFPc-PYR1 pYFC43 KanR Bueso et al.,2014 

YFPc-PYL4 pYFC43 KanR Bueso et al.,2014 

YFPc-PYL5 pYFC43 KanR 
Irigoyen et al., 

2014 

YFPc-PYL8 pYFC43 KanR 
Irigoyen et al., 

2014 

YFPc-UBC26 pYFC43 KanR En este trabajo 

YFPc -OST∆280 pYFC43 KanR Vlad et al., 2009 

YFPN -RFA1 pYFN43 KanR En este trabajo 

YFPN -RFA4 pYFN43 KanR En este trabajo 

YFPN -RFA4∆C pYFN43 KanR En este trabajo 
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Continuación 
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VENUSN-c-myc-RFA4 
pDEST GW-

VYNE (R)  
KanR En este trabajo 

RFA4 -HA-SCFPC 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR En este trabajo 

SCFPN-Flag-RSL1 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR 

Belda-Palazon et 

al.,2016 

VENUSN-c-myc-UBC26 
pDEST GW-

VYNE (R)  
KanR En este trabajo 

PYR1-HA-SCFPC 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR 

Belda-Palazon et 

al.,2016 

PYL4-HA-SCFPC 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR 

Belda-Palazon et 

al.,2016 

SCFPN-Flag-PYL4 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR 

Belda-Palazon et 

al.,2016 

SCFPN-Flag-PYL8 
pDESTGW-

SCYCE (R) 
KanR 

Belda-Palazon et 

al.,2016 

Microscopía de láser confocal: ensayos de 
localización, BiFC y multicolorBiFC. 

Las imágenes de confocal fueron tomadas con el microscopio de escaneo 

láser Zeiss LSM 780 AxioObserver.Z1 equipado con objetivo de inmersión en 

agua C-Appromat 403/1.20-W. En los experimentos de infiltración en hojas 

de tabaco se usaron los fluoróforos como los que indicados a continuación: 

SCFP (405nm/450-485nm), GFP (488nm/500–530nm) y YFP o SCFPC + 

VENUSN 863 (488nm/529-550nm), OFP (561nm/575-600-864nm) y clorofila 

(561nm/685-760nm), entre paréntesis se muestran las longitudes de onda 

de excitación y emisión respectiva para cada uno de ellos. La toma de 

imágenes en los casos que se necesitaba detectar más de un fluoróforo, 

como en los experimentos de multicolorBiFC, se realizó de manera 

secuencial para los canales determinados. El “pinhole” (colimador de orificio 
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delimitante) se ajustó a una unidad de aire por longitud de onda. El 

procesamiento de imagen posterior a la adquisición se realizó utilizando el 

software de imagen Lite ZEN (ZEISS Efficient) e ImageJ v1.37 

(http://rsb.info.gov/ij/). 

Co-inmunoprecipitación (coIP). 

Se realizaron experimentos coIP mezclando extractos de proteínas en 

tampón de lisis de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas que expresan las 

proteínas GFP o GFP-PYL4 con extractos de proteínas de líneas transgénicas 

de Arabidopsis que expresan RFA1 o RFA4 etiquetadas con HA (Tabla 16). 

Las proteínas GFP o GFP-PYL4 fueron inmunoprecipitadas usando 

microperlas superparamagnéticas micro MACS acopladas a un anticuerpo 

monoclonal anti-GFP, siguiendo las instrucciones del fabricante para la 

purificación de proteínas (Miltenyi Biotec). Posteriormente, los 

inmunocomplejos se eluyeron en tampón Laemmli 2x, se incubaron a 95oC 

procesándose en gel SDS-PAGE al 10%. Las proteínas inmunoprecipitadas 

con anticuerpo anti-GFP se transfirieron a las membranas Immobilon-P 

(Millipore) y se sondearon con anti-HA peroxidasa para detectar los coIP de 

RFA1 o RFA4 marcado con HA. 

 

 

http://rsb.info.gov/ij/
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Tabla 16. Construcciones usadas para ensayos in vitro/in vivo 

Construcción Plásmido 
selección en 

bacteria 
Referencia 

2x35S:GFP-PYL4 pMDC43 KanR Belda-Palazon et al.,2016 

35S:3HA-PYR1 pALLIGATOR2 SpecR Bueso et al.,2014 

35S:3HA-PYL4 pALLIGATOR2 SpecR Bueso et al.,2014 

35S:3HA-RFA1 pALLIGATOR2 SpecR Bueso et al.,2014 

35S:3HA-RFA4 pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

35S:3HA-RFA4∆C pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

35S:3HA-RFA4∆CC361A pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

Ensayo de reconstitución de luciferasa 
dividida (‘Split-LUC’). 

El ensayo de complementación de Split-LUC fue realizado por 

agroinfiltracion para la expresión transitoria en N. benthamiana, las 

construcciones utilizadas para este experimento se indican en la Tabla 17.  

En este caso la OD660 final de la solución de A. tumefaciens fue de 0.1.  48h 

después de la infiltración se aplicó MG132 a una concentración de 50 µM, 

en la región infiltrada, manteniéndose durante 12h. Posteriormente las 

hojas que coexpresan diferentes construcciones fueron examinadas para 

determinar la actividad de LUC y se les aplicó 1 mM de D-luciferina 

manteniéndose en oscuridad durante 5 minutos antes de la toma de 

imágenes mediante el sistema de imágenes CCD (LAS3000, Fujifilm) 

utilizando exposiciones de 10 minutos. 
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Tabla 17. Construcciones creadas para ensayos de Split-LUC. 

Construcción Plásmido 
Selección en 

bacteria 
Referencia 

PYR1-CLUC pDESTGW-CLUC KanR En este trabajo 

PYL4-CLUC pDESTGW-CLUC KanR En este trabajo 

PYL8-CLUC pDESTGW-CLUC KanR En este trabajo 

RFA1-NLUC pDESTGW-NLUC KanR En este trabajo 

RFA4-NLUC pDESTGW-NLUC KanR En este trabajo 

Análisis de vida media de PYL4 y PYR1 en 
Arabidopsis. 

Se crecieron plántulas de tipo silvestre Col-0 y mutantes rfa1 rfa4 en 

matraces con medio líquido MS durante 10 días. Transcurrido este tiempo, 

el medio se suplementó con 100 μM de CHX. Se recogieron muestras al inicio 

(t0), 3 horas (t3), 6 horas (t6) y 9 horas (t9). Se extrajeron también proteínas 

totales mediante el homogenizado de las plántulas en tampón de lisis. La 

concentración de proteína total se determinó mediante ensayos de Bradford 

y las cantidades iguales de proteínas totales fueron mezclados con laemmli 

2x como tampón de carga. Las muestras, previamente incubadas a 95oC 

fueron separadas por electroforesis en gel SDS-PAGE y analizadas por 

inmunotransferencia. El anticuerpo anti-PYL4 se usó para detectar PYL4 

endógeno. La actina se analizó como control de carga utilizando anticuerpos 

anti-actina. 
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Para analizar el efecto de los tratamientos con ABA tanto en hojas, como en 

raíces, se crecieron plántulas en matraces de Col-0 y mutantes de pérdida 

de función rfa1rfa4, en medio de MS líquido durante 10 días. 

Posteriormente se eliminó el medio MS sobrante de los matraces, y 

seguidamente se sometieron a dos tratamientos:  MS (control) y MS 

adicionado con 50 µM ABA. Se mantuvieron 6 horas bajo estas condiciones. 

Tras este tiempo se procedió a la extracción de proteínas en hojas y raíces, 

usando tampón de lisis tal como se ha descrito anteriormente.  

Ensayo de ubiquitinación in vitro. 

Para la ubiquitinación in vitro se realizaron reacciones enzimáticas en la 

columna usando HA-PYR1 inmunoprecipitado como sustrato, que se unió a 

microcapas superparamagnéticas micro MACS acopladas al anticuerpo 

monoclonal anti-HA. La inmunoprecipitación de HA-PYR1 se realizó de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec) utilizando 

extractos de líneas de Arabidopsis HA-PYR1 que contenían 600 µg de 

proteína total en Tris-HCl 50 mM pH 8.0, Sacarosa 0.5 M, MgCl2 1 mM, EDTA 

10 mM, DTT 5 mM, MG132 10 µM y cóctel inhibidor de proteasa. El sustrato 

inmovilizado se incubó a 30oC durante 2 h en tampón Ubi (Tris 50 mM pH 

7.5, MgCl2 10 mM, DTT 0.2 mM, ZnCl2 50 mM y ATP 5 mM) que contiene 100 

ng de E1 humano (BostonBiochem), 250 ng de 6HisAtUBC8 (E2), 2 µg de 

MBP-RFA1 o MBP-RFA4∆C y 1 µg de ubiquitina biotinilada (Enzo Life 

Sciences). La reacción se detuvo lavando la columna con tampón Ubi seguido 

de elución con tampón Laemmli 2X. Posteriormente el sustrato eluído se 
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sometió a SDS-PAGE seguido de su detección utilizando estreptavidina-HRP 

(St-HRP) o anti-HA-HRP para detectar proteínas ubiquitinadas o etiquetadas 

con 3HA, respectivamente. 

Ensayo de ubiquitinación in vivo en N. 
Benthamiana. 

Cultivos de Agrobacterium que contienen construcciones que expresan GFP-

PYL4, GFP-RFA4 (diluido 1: 4 con respecto a los otros cultivos), GFP-UBC26 y 

el supresor silenciador p19 se infiltraron conjuntamente en hojas de tabaco.  

Las muestras control carecían de GFP-RFA4 y GFP-UBC26. Tres días después 

de la infiltración, las muestras se recogieron en nitrógeno líquido y se 

trituraron e inmediatamente se les añadió tampón de lisis suplementado 

con 50 µM MG132 e inhibidores de deubiquitinasas 10 nM ubiquitina 

aldehído y NEM 10 mM (N-etilmaleimida). Proteínas etiquetadas con GFP 

fueron inmunoprecipitadas utilizando microperlas superparamagnéticas de 

MACS acopladas al anticuerpo monoclonal anti-GFP siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Los inmunocomplejos 

purificados de proteínas se eluyeron en tampón Laemmli 2x. Se mantuvieron 

durante 5 min a 95oC y se procesaron en gel SDS-PAGE al 10%. Los 

inmunoprecipitados de proteínas con anticuerpo anti-GFP se transfirieron a 

Immobilon-P membranas (Millipore) y fueron detectados con anticuerpos 

anti-GFP, anti-PYL4 y anti-Ub. 
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Ensayos de degradación de proteínas in 
vivo y semi-in vivo. 

Los ensayos de degradación de proteínas se realizaron según lo descrito por 

Liu et al., 2010 y Zhao et al., 2013. con pequeñas modificaciones. Para los 

experimentos de degradación de proteínas in vivo, cultivos de 

Agrobacterium que contiene construcciones que expresan la E3 ligasa GFP-

RFA1 o GFP-RFA4 con 3HA-PYR1 ó 3HA-PYL4. Las construcciones únicas de 

GFP o RFP se usaron como control interno. El silenciador supresor p19 se 

infiltró conjuntamente en diferentes proporciones en hojas de N. 

benthamiana. Tres días después de la infiltración, se recogieron las muestras 

en nitrógeno líquido, y se trituraron. Inmediatamente después se añadió 

tampón de lisis, para la extracción de proteínas (siempre en hielo). Los 

homogeneizados se eliminaron por centrifugación a 14000rpm, 4oC durante 

15 min. El sobrenadante fue utilizado para el análisis mediante 

inmunotransferencia de proteínas. También fueron recolectadas muestras 

para el análisis de ARNm de actina. La Tabla 18 muestra los oligos que se 

utilizaron para su amplificación y PYR1/PYL4 para asegurarnos de la igualdad 

de expresión de las transcripciones de PYR1/PYL4 en infiltraciones 

diferentes. Para los experimentos de degradación de proteínas semi-in vivo, 

expresamos RFA1-GFP, HA-PYR1 y HA-PYL4 por separado a través de 

diferentes agroinfiltraciones en 24 hojas de Benthamiana. Las muestras 

fueron recolectadas por separado y las proteínas fueron extraídas con 

tampón de lisis. Los extractos fueron aclarados por centrifugación como se 
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mencionó anteriormente. Se añadió ATP a los extractos a una concentración 

final de 25 µM para preservar la proteólisis causada por el proteosoma 26S. 

Posteriormente se procedió a la mezcla de cantidades iguales de extractos 

de HA-PYR1 ó HA-PYL4 con extractos de proteína de Nicotiana que carecen 

o que contienen RFA1-GFP y se incubaron a 4oC en rotación durante 1 h con 

y sin MG132 a 50 µM. Las muestras se mezclaron con tampón Laemmli 5X y 

se sometieron al análisis por inmunotransferencia. 

Tabla 18. Oligos y sus secuencias para la detección de actina. 

Gen Nombre del oligo Secuencia 5´- 3´ 

Actina-8 

β-actin-8F (At1g49420) AGTGGTCGTACAACCGGTATTGT 

β-actin-8R (At1g49420) GAGGATAGCATGTGGAAGTGAGAA 

Actina-1 

Factin1 CATCAGGAAGGACTTGTACGG 

Ractin1 GATGGACCTGACTCGTCATAC 

Ensayos de S-acilación de proteínas. 

Los ensayos de S-acilación de proteínas se realizaron según el protocolo 

mejorado para la determinación de la S-acilación descrito en Hurst et al., 

2019. Para los experimentos de S- acilación se crearon las construcciones 

indicadas en la Tabla 19.  
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Tabla 19. Construcciones creadas para los estudios de S-acilación. 

Construcción Plásmido 
selección en 

bacteria 
Referencia 

35S:3HA–RSL1 pALLIGATOR2 SpecR Bueso et al.,2014 

            2X35S:GFP-RSL1 pMDC43 KanR Bueso et al.,2014 

35S:3HA–RSL1ΔTM pALLIGATOR2 SpecR Bueso et al.,2014 

2X35S:GFP-RSL1ΔTM pMDC43 KanR En este trabajo 

35S:3HA–RSL1C334S pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

2X35S:GFP-RSL1C334S pMDC43 KanR En este trabajo 

35S:3HA-RSL1C5S pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

2X35S:GFP-RSL1 C5S pMDC43 KanR En este trabajo 

35S:3HA-RSL1C6S pALLIGATOR2 SpecR En este trabajo 

2X35S:GFP-RSL1 C6S pMDC43 KanR En este trabajo 

Para la realización de las mutaciones en el sitio de S-acilación se usó el Kit de 

NEB https://www.neb.com/products/e0554-q5-site-directed-mutagenesis-

kit#Product%20Information. Los cambios en la proteína se realizaron sobre la 

construcción pCR8:RSL1 (Tabla 20) y el diseño de oligos utilizados y las 

condiciones de amplificación de la construcción, se realizó a través de la web  

http://nebasechanger.neb.com/.  

Tabla 20. Oligos y sus secuencias usadas para la creación de RSL1ΔTM descritos en Bueso et al., (2014a), RSL1C334S y 
RSL1C5S. Nucleótidos en rojo muestran el codón de Stop y en azul el sitio añadido de corte HindIII,  

Amplificación Nombre del oligo Secuencia 5´- 3´ 

RSL1ΔTM 
FwRSL1ΔTM ACCATGGAGGAAGATGACCTAAA 

RvRSL1ΔTM AAGCTTTTATCCAGCATCGGCTCCACATTGG 

RSL1C334S 
RSL1Cys334Ser_F TTCTTCTGGAAGCATCAGTGTAG 

   RSL1Cys334Ser_R AGTTCAATCATGTGTTTACAC 

RSL1C5S 
RSL1Cys5TMSer_F GAGCAGCTCTTTTGTTTTCTTTTTGGTGATAATTG 

RSL1Cys5TMSer_R GAACCAGAAGATTGTCAAATCCAGATC 

https://www.neb.com/products/e0554-q5-site-directed-mutagenesis-kit#Product%20Information
https://www.neb.com/products/e0554-q5-site-directed-mutagenesis-kit#Product%20Information
http://nebasechanger.neb.com/
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Para generar la construcción pCR8:RSL1C6S se utilizó la construcción 

pCR8:RSL1C334Scon los oligos para RSL1C5S.  

Una vez generados todas las construcciones, para la realización de ensayos 

de S-acilación fueron infiltradas las construcciones 3HA-RSL1, 3HA-

RSL1ΔTM, 3HA-RSL1C334S y 3HA-RSL1C5S en hojas de N. benthamiana, con una 

OD660 de 0.1 y tras 72 horas, se trataban con MG132 a una concentración de 

50µM o con tratamientos de 50µM de ABA durante aproximadamente 12 

horas.  

Las construcciones GFP-RSL1, GFP-RSL1ΔTM, GFP-RSL1C334S y GFP-RSL1C5S, 

fueron usadas para ensayos de localización subcelular de estas proteínas.  

Estadísticas y análisis de colocalización. 

Para comparaciones individuales se usó el test de la T-Student. Los valores 

obtenidos son los promedios de tres experimentos independientes ± SD 

(Desviación estándar). El análisis de colocalización de fluorescencia se realizó 

utilizando el complemento de colocalización PSC de ImageJ (French, Mills, 

Swarup, Bennett, & Pridmore, 2008). Los coeficientes de correlación de 

Pearson (Rp) y Spearman (Rs) en el rango 0.4-1 indican colocalización, 

mientras que los valores más bajos indican falta de colocalización. 
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ABREVIATURAS 
  



  
 

 
 

AAPK: “ABA ACTIVATED SERINE THREONINE PROTEIN KINASE” 

ABA Acido Abscísico  

ABFs: “ABRE Binding Factors” 

ABI1: “ABA INSENSITIVE 1” 

ABRE: “ABA Responsive Element” 

ACT: Actina  

AD: “Activation Domain” 

ADNc: ADN Complementario 

ALIX: “ALG-2 INTERACTING PROTEIN-X” 

Ala (A): Alanina  

AMP: Monofosfato De Adenosina  

APC/C: “Anaphase Promoting Complex/Cyclosome”  

Arg (R): Arginia  

ARNm: ARN Mensajero 

amiR: Micro ARN Artificial  

ASK: “GSK3s/Shaggy-Like Kinases” 

Asp (D): Ácido Aspártico  

ATP: Adenosin Trifosfato 

BD: “Binding Domain”  

BiFC: “Bimolecular Fluorescence Complementation” 

BIN2: “Brassinosteroid Insentive 2” 

BR: Brasinosteroides 

BTB/POZ: (“Broad-Complex, Tramtrack, And Bric-À-Brac/ Pox Virus And Zinc Finger”)  

CAR: “C2-DOMAIN ABA-RELATED” 

CDD: COP10-DET1-DDB1 

CHX: Cicloheximida  

CIPK: CBL-Interacting Protein Kinases 

CoIP: Co–Inmunoprecipitación  

COP10: “Constitutively Photomorphogenic 10”  



  
 

 
 

CPK3: “Calcium-Dependent Protein Kinase 3” 

CRL: “Cullin-RING Based E3 Ligase”  

CTAB: Bromuro de Cetil Trimetilamonio 

Cys (C): Cisteína  

DCAF: “Cul4-Associated Factors” 

DDA1: “DET1, DDB1-Assosiated 1” 

DDB1: DNA Damage-Binding Protein 

DET1: DE-ETIOLATED 

DRE: Drought Response Element 

DUB: Proteínas Deubiquitizantes 

DWD: DDB1/WD-40 

E1: Enzima Activadora De Ubiquitina  

E2: Enzima Conjugadora De Ubiquitina. 

E3: Enzima Ligasa De Ubiquitina 

EGR2: CLADE-E GROWTH-REGULATING 2 

ER: Retículo Endoplasmático 

ESCRT-I: “ENDOSOMAL SORTING COMPLEXES REQUIRED FOR TRANSPORT-I” 

FREE 1: FYVE DOMAIN PROTEIN REQUIRED FOR ENDOSOMAL SORTING 1 

FYVE 1: FYVE DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 1 

GFP: Green Flourescence Protein 

Gln (G): Glicina  

GSK3s: Glucógeno Sintasa Quinasa 3s 

HAB1: HYPERSENSITIVE TO ABA 1 

His (H): Histidina  

IBR: “In-Between RING” 

Ile (I): Isoleucina  

ILV: “Intraluminal Vesicles” 

IPTG: Isopropil‐Β‐Tiogalactopiranósido. 

JA:  Jasmónico  



  
 

 
 

Kda: Kilodaltons  

LB: Medio “Lysogeny Broth” 

Leu (L): Leucina  

LUC: Luciferasa 

MAKKKs: “Mitogen-Activated Protein Kinase Makes Kinases” 

MASP1: “Mannose-Associated Serine Protease 1” 

MES: Ácido 2-(N -Morfolino) Etanosulfónico 

Min: Minutos  

MPTs: Modificaciones Post-Transduccionales  

MS: Medio Murashige–Skoog   

NEDD8/RUB1: “Neuronal Precursor Cell Expressed Developmentary Downregulated8/ 
Related To Ubiquitin” 

NLS : (“Nuclear Localization Site”) 

NMT1: miristoiltransferasa 1 

OC: Grados Centígrados  

OD: Densidad Óptima A 600 Nanometros. 

OE: Líneas Sobreexpresoras  

OFP: (“Orange Fluorescent Protein”) 

PD: (“Pull-Down”) 

PEG: Polietilenglicol (“Polyethylene Glycol”)  

Phe (F):  Fenilalanina  

PIPES: “1,4‐Piperazinediethanesulfonic Acid, Piperazine‐1,4‐Bis (2‐ Ethanesulfonic Acid), 
Piperazine‐N,N′-Bis (2‐Ethanesulfonic Acid) 

PP2A: Proteína Fosfatasa 2 A  

PP2B: Proteína Fosfatasa 2B  

PP2C: Proteína Fosfatasa 2C  

PPs: Proteínas Fosfatasas 

PUB: “Plant U-Box”) 

PYL: PYR1-LIKE 



  
 

 
 

PYR1: “Pyrabactin Resistance 1” 

RBR: “RING BETWEEN RING” 

RBX1: “RING BOX 1” 

RCAR: “Regulatory Components of ABA Receptors” 

RDK1: “Receptor Dead Kinase 1” 

RFAS: “RING Finger ABA-Related” 

RGLG: “RING Domain Ligase 1” 

RING: “Really Interesting New Gen” 

Rpm: Revoluciones por minuto  

RPT: “Regulatory Particle Triple A-Atpase” 

RSL1: “RING Finger of Seed Longevity” 

SDS‐PAGE: Electroforesis en gel de Poliacrilamida con SDS 

SNRk2: “ABA-Activated SNF1-Related Protein Kinases” 

SOS2: “Non-specific serine/threonine protein kinase” 

Split-LUC: split-luciferase 

START: “Star-related lipid-transfer” 

TF: “Transcription Factor” 

Thr (T): Treonina  

TOR: “Target Of Rampamycin”) 

Trp (W): Triptófano  

Ub: Ubiquitina  

UBA1: “Ubiquitin Activating 1” 

UBC: “Ubiquitin Conjugating” 

UPL: LIGASAS DE PROTEÍNA DE UBIQUITINA 

UPS: “Ubiquitin Protease Sistem” 

Val (V): Valina  

Vps23A: “VACUOLAR PROTEIN SORTING 23A” 

Y2H: “Yeast Two Hybrid” 

YFP: “Yellow Fluorescent Protein” 
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