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RESUMEN 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS), el oxígeno molecular (O2) y el óxido nítrico (NO) 

son factores comunes en las respuestas a diferentes tipos de estrés en las plantas. En los 

últimos años, las condiciones ambientales adversas han aumentado debido al cambio 

climático y, entre ellas, las fuertes lluvias que provocan anegaciones o inundaciones en 

los campos suponen un grave problema para el desarrollo y el futuro de la agricultura. 

Estas inundaciones provocan que la planta se enfrente a condiciones de hipoxia severas 

y a la re-oxigenación que ocurre cuando se retira el agua. Es importante, por tanto, 

conocer los factores genéticos y moleculares que modulan las respuestas de las plantas 

a la hipoxia u otros tipos de estrés abiótico para hacer frente a estas situaciones. La 

familia de proteínas VQ de Arabidopsis thaliana incluye cinco miembros codificados por 

genes que se inducen en respuesta a la hipoxia, al NO y al estrés oxidativo. Dos de ellos, 

VQ1 y VQ10, codifican dos proteínas con una gran homología de secuencia y estructura, 

que no poseen actividad transcripcional. En este trabajo, se describe que VQ1 y VQ10 

interaccionan entre sí y con ellas mismas, y con las otras tres proteínas VQ y cuatro 

factores de transcripción WRKY cuyos genes también se inducen en respuesta a hipoxia, 

NO y estrés oxidativo. Un rastreo de doble híbrido de levadura de una genoteca de 

Arabidopsis utilizando VQ1 como cebo permitió identificar alrededor de 300 proteínas 

interactoras de VQ1 y probablemente también de VQ10, sugiriendo que ambas proteínas 

tienen patrones similares de interacción proteína-proteína.  VQ1 y VQ10 son proteínas 

citoplásmicas y nucleares, por lo que la identificación de casi 50 proteínas cloroplásticas 

que interaccionan con VQ1 en el cloroplasto sugiere que estas interacciones deben 

ocurrir en el citoplasma. En el rastreo se identificó la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato 

sintasa (DXS), una enzima clave para la biosíntesis de isoprenoides, la fotosíntesis y el 

crecimiento de las plantas. Al co-inmunoprecipitar DXS y VQ1 o VQ10 se observó que 

VQ1 y sobre todo VQ10 favorecieron la monomerización de DXS en un ambiente 

reductor. A partir de la identificación de un mutante hipermórfico vq10-H se ha 

procedido a caracterizar algunas de las funciones reguladoras ejercidas por VQ10. El 

análisis transcriptómico comparado de vq10-H y plantas silvestres Col-0 permitió 

identificar la regulación ejercida por VQ10 en el desarrollo de las raíces, en las respuestas 

a NO y estrés oxidativo, así como una potencial función reguladora del procesamiento 

alternativo de ARNs. La sobreexpresión de VQ10 provocó el aumento de la elongación 

de la raíz primaria, y de la división y elongación celular en la raíz. También provocó una 

mayor tolerancia al estrés oxidativo, una menor sensibilidad al NO, y una mayor eficiencia 

fotosintética en comparación con las plantas silvestres. En conjunto, el trabajo realizado 

en esta Tesis sugiere que algunas funciones reguladoras de VQ1 y VQ10 en el desarrollo 

y las respuestas a estrés de las plantas podría estar basado en mecanismos de regulación 

redox. 
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SUMMARY 

Reactive oxygen species (ROS), molecular oxygen (O2), and nitric oxide (NO) are common 

factors in diverse plant stress responses. In the past few years, adverse environmental 

conditions have increased due to climate change, including heavy rains leading to 

waterlogging or flooding in fields, posing a serious problem for agriculture's 

development and future. Floods impose severe hypoxia conditions to plants to be later 

re-oxygenated when water recedes. Therefore, it is essential to understand the genetic 

and molecular factors that modulate plant responses to hypoxia and other abiotic 

stresses to address these situations. The VQ-motif containing protein family in 

Arabidopsis thaliana includes five members encoded by genes induced in response to 

hypoxia, NO, and oxidative stress. Two of them, VQ1 and VQ10, encode two proteins with 

significant sequence and structural homology, lacking transcriptional activity. In this 

study, it is described that VQ1 and VQ10 interact with each other and themselves, as well 

as with the other three VQ proteins and four WRKY transcription factors whose genes are 

also induced in response to hypoxia, NO, and oxidative stress. A yeast two-hybrid 

screening of an Arabidopsis library using VQ1 as bait allowed us identifying almost 300 

VQ1-interacting proteins, that likely also interact with VQ10, suggesting that their 

homology can be extended to protein-protein interaction patterns. VQ1 and VQ10 are 

cytoplasmic and nuclear proteins, so the identification of nearly 50 chloroplast proteins 

interacting with VQ1 in the chloroplast suggests that these interactions may be occurring 

in the cytoplasm. 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS), a key enzyme in 

isoprenoid biosynthesis, photosynthesis, and plant growth, was identified in the 

screening. Co-immunoprecipitation of DXS with VQ1 or VQ10 showed that VQ1 and, 

particularly, VQ10 promoted the monomerization of DXS under reducing conditions. 

Based on the identification of a hypermorphic vq10-H mutant, some of the regulatory 

functions exerted by VQ10 have been characterized. Comparative transcriptomic analysis 

of the hypermorphic vq10-H mutant and Col-0 wild type plants allowed us identifying 

the regulation exerted by VQ10 in root development, in responses to NO and oxidative 

stress, as well as in the alternative splicing of RNAs. Overexpression of VQ10 led to 

increased primary root elongation, and increased root cell division and elongation. It also 

triggered an enhanced oxidative stress tolerance, reduced sensitivity to NO, and 

enhanced photosynthetic efficiency compared to wild type plants. Altogether, the work 

carried out in this thesis suggest that some of the regulatory functions exerted by VQ1 

and VQ10 on development and stress responses in plants, could be based on redox 

mechanisms. 
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RESUM 

Les espècies reactives d'oxigen (ROS), l'oxigen molecular (O2) i l'òxid nítric (NO) són 

factors comuns en les respostes a diferents tipus d'estrés en les plantes. En els últims 

anys, les condicions ambientals adverses han augmentat a causa del canvi climàtic i, entre 

elles, les fortes pluges que provoquen inundacions als camps suposen un greu problema 

per al desenvolupament i el futur de l'agricultura. Aquestes inundacions provoquen que 

la planta s'enfronte a condicions d'hipòxia severes i a la re-oxigenació que ocorre quan 

es retira l'aigua. És important, per tant, conéixer els factors genètics i moleculars que 

modulen les respostes de les plantes a l'hipòxia o altres tipus d'estrés abiòtic per a fer 

front a aquestes situacions. La família de proteïnes VQ d'Arabidopsis thaliana inclou cinc 

membres codificats per gens que s'indueixen com a resposta a l'hipòxia, al NO i a l'estrés 

oxidatiu. Dos d'ells, VQ1 i VQ10, codifiquen dues proteïnes amb una gran homologia de 

seqüència i estructura, que no posseeixen activitat transcripcional. En aquest treball, es 

descriu que VQ1 i VQ10 interaccionen entre si i amb elles mateixes, i amb les altres tres 

proteïnes VQ i quatre factors de transcripció WRKY, els gens dels quals també s'indueixen 

com a resposta a hipòxia, NO i estrés oxidatiu. Un rastreig amb la técnica del doble híbrid 

en llevat d'una genoteca d'Arabidopsis utilitzant VQ1 com a esquer va permetre 

identificar al voltant de 300 proteïnes interactores de VQ1 i probablement també de 

VQ10, suggerint que ambdues proteïnes tenen patrons similars d'interacció proteïna-

proteïna. VQ1 i VQ10 són proteïnes citoplasmàtiques i nuclears, de manera que la 

identificació de gairebé 50 proteïnes cloroplàstiques que interaccionen amb VQ1 en el 

cloroplast suggereix que aquestes interaccions han d’ocorrer al citoplasma. En el rastreig 

es va identificar la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfat sintasa (DXS), un enzim clau per a la 

biosíntesi d'isoprenoides, la fotosíntesi i el creixement de les plantes. En co-

immunoprecipitar DXS i VQ1 o VQ10 es va observar que VQ1 i sobretot VQ10 van afavorir 

la monomerització de DXS en un ambient reductor. A partir de la identificación d’un 

mutant hipermòrfic vq10-H s’ha procedit a caracteritzar algunes de les funcions 

reguladores exercides per VQ10.  L'anàlisi transcriptòmic comparat de vq10-H i plantes 

silvestres Col-0 va permetre identificar la regulació exercida per VQ10 en el 

desenvolupament de les arrels, en les respostes a NO i estrès oxidatiu, així com una 

potencial funció reguladora del processament alternatiu d’ARNs. La sobreexpressió de 

VQ10 va provocar l'augment de l'elongació de l'arrel primària, i de la divisió i elongació 

cel·lular a l'arrel. També va provocar una major tolerància a l'estrès oxidatiu, una menor 

sensibilitat al NO, i una major eficiencia fotosintètica en comparació amb les plantes 

silvestres. En conjunt, el treball realitzat en aquesta Tesi suggereix que algunes funcions 

reguladores de VQ1 i VQ10 en el desenvolupament i les respostes a estrés de les plantes 

podria estar basat en mecanismes de regulació redox. 
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I N T R O D U C C I Ó N  
 

1. SEÑALIZACIÓN POR OXÍGENO Y ÓXIDO NÍTRICO (NO) EN LAS 

RESPUESTAS A ESTRÉS ABIÓTICO EN PLANTAS 

 

1.1. ESTRÉS OXIDATIVO Y ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 

En el entorno natural, las plantas están continuamente expuestas a estreses 

abióticos como temperaturas extremas, estrés salino, sequía o inundaciones, y su 

frecuencia ha aumentado debido al cambio climático. Estos factores de estrés ambiental 

afectan negativamente al crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas, lo cual 

supone un gran impacto en la agricultura provocando grandes pérdidas económicas a 

nivel mundial. Estas condiciones adversas alteran el metabolismo de las especies 

reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS), acelerando su producción y 

acumulación hasta tal punto que causan estrés oxidativo (Chaki et al., 2020; 

Hasanuzzaman & Fujita, 2022). 

Los principales orgánulos productores de ROS son los cloroplastos, las mitocondrias y 

los peroxisomas, aunque también pueden producirse en el apoplasto o por medio de 

oxidasas (Apel & Hirt, 2004; Corpas et al., 2015; Vranová et al., 2002). De hecho, la vida 

en presencia de oxígeno está íntimamente ligada a la producción de ROS, ya que son 

generadas como un subproducto de procesos energéticos tan esenciales como la 

fotosíntesis o la respiración (Van Breusegem & Dat, 2006). Las rutas metabólicas en los 

orgánulos son sensibles a los cambios en las condiciones ambientales, y tienen que 

alterarse para mantener un equilibrio constante entre la generación y el consumo de 

energía (Suzuki et al., 2012). Las alteraciones en el metabolismo del carbono y el balance 

energético en condiciones de estrés pueden ocurrir tanto en cloroplastos como en 

mitocondrias (Baxter et al., 2007; Takahashi & Murata, 2008), y se requiere una gran 

coordinación metabólica para mantener el flujo de energía entre estos orgánulos en 

todas las condiciones de crecimiento para evitar la generación excesiva de ROS y el daño 

oxidativo (Suzuki et al., 2012). 

A pesar de que estos orgánulos tienen sistemas para controlar la producción de ROS, los 

cambios en su homeostasis son inevitables (Foyer & Noctor, 2005). Cuando el aumento 

en ROS es relativamente pequeño, su capacidad antioxidante es suficiente para 

restablecer el balance entre la producción y la eliminación de ROS, restableciendo así la 

homeostasis redox. Pero bajo condiciones de estrés, este equilibro redox se ve 

perturbado y se acumula una mayor cantidad de ROS (Dat et al., 2000; Mittler et al., 2004; 

Polle, 2001). En estas condiciones, la tasa de fijación de carbono se ve limitada, lo que 

provoca un aumento de la fotoinhibición que dirige a los fotosistemas a la 

sobreproducción de superóxido y peróxido de hidrógeno (H2O2) (Foyer & Noctor, 2005). 

De manera similar, durante la exposición al ozono, la entrada del gas a través de los 

estomas y su acumulación en el apoplasto da lugar a la generación y acumulación de 
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ROS, lo que produce lesiones similares a las de una respuesta hipersensible (Pellinen et 

al., 1999; Rao & Davis, 2001). 

Para mantener el balance y la coordinación de estas actividades metabólicas, las células 

necesitan un control muy riguroso que incluye regulación redox de proteínas, 

fosforilación reversible de proteínas, activación de rutas de señalización por parte de 

genes de respuesta a ROS y regulación de las propias ROS mediante enzimas y moléculas 

antioxidantes (Chibani et al., 2010; Dietz, 2011; Foyer et al., 2009; Foyer & Noctor, 2009; 

Martí et al., 2009; Miller et al., 2010; Mittler et al., 2004; Noctor et al., 2007; Pfannschmidt 

et al., 2009). Los sistemas antioxidantes pueden ser enzimáticos y basados en la actividad 

de superóxido dismutasa (SOD), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), 

dehidroascorbato reductasa (DHAR), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), 

glutatión reductasa (GR), glutatión S-transferasa (GST), glutatión peroxidasa (GPX) y 

peroxidasa (PER), así como no enzimáticos basados en metabolitos como ascorbato, 

glutatión, tocoferoles, flavonoides, carotenoides y prolina (Hasanuzzaman et al., 2019, 

2020; Wituszynska & Karpinski, 2013). Asimismo, estos desajustes pueden afectar al 

intercambio de señales entre cloroplastos y mitocondrias con el núcleo o inducir la 

activación de señales sistémicas (Karpinski et al., 1999; Woodson & Chory, 2008). La 

propagación de ROS de célula a célula como molécula señalizadora permite poner a la 

planta en situación de alerta, mejorando su aclimatación ante una situación de estrés. 

Una vez desencadenada la sobreproducción de ROS en una célula, se acumulan en el 

apoplasto y esta acumulación es percibida por las células vecinas, que a su vez aumentan 

su propia producción de ROS. De esta forma, las ROS pueden viajar por toda la planta 

durante la señalización sistémica, cambiando el estado de las diferentes células y tejidos 

vegetales de un estado de crecimiento y desarrollo normal a un estado de alerta por 

estrés, desencadenando así la inhibición del crecimiento y desarrollo, y dirigiendo 

recursos desde los procesos normales hacia el metabolismo relacionado con las 

respuestas a estrés, la aclimatación y la defensa (Devireddy et al., 2018; Fichman et al., 

2019; Fichman & Mittler, 2020; Mittler et al., 2011; Suzuki et al., 2013; Zandalinas et al., 

2019). Las ROS también funcionan como moléculas señalizadoras mediante la oxidación 

de residuos de cisteína en las proteínas mediada por el H2O2, afectando a su estructura 

y función y regulando así rutas de señalización celular e iniciando la regulación redox 

(König et al., 2012; Mittler, 2017; Schieber & Chandel, 2014) de manera similar a la 

señalización mediada por peroxirredoxinas (PRX), tiorredoxinas (TRX) y glutarredoxinas 

(GRX) (König et al., 2012; Perkins et al., 2015). Las reacciones redox mediadas por estos 

componentes no solo permiten alterar la conformación y propiedades de las proteínas 

efectoras para regular directamente ciertos procesos celulares, sino también para la 

formación transitoria o permanente de complejos proteicos basados en la formación de 

puentes disulfuro intermoleculares (Arsova et al., 2010; Balmer et al., 2004; König et al., 

2012; Muthuramalingam et al., 2009; Schwarz et al., 1997). 

Cuando la concentración de ROS en la célula supera la capacidad de las enzimas 

antioxidantes y se perturba la homeostasis redox, ya se habla de estrés oxidativo (Chaki 

et al., 2020; Van Breusegem & Dat, 2006). Cuando el estrés oxidativo es de baja 

intensidad tiende a promover la adaptación de la planta al entorno adverso, pero cuando 
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se experimenta estrés de grado medio o alto tienden a inhibir el desarrollo y crecimiento 

o a provocar muerte celular, respectivamente. Las ROS que se generan, como el H2O2, el 

oxígeno singlete (1O2), los radicales superóxido (O2
−) y el radical hidroxilo (OH−), son 

extremadamente reactivas y tóxicas, y pueden desencadenar daños como la oxidación 

de proteínas, la peroxidación lipídica y roturas y mutaciones en el ADN (Chaki et al., 2020; 

Hasanuzzaman et al., 2020; Hasanuzzaman & Fujita, 2022).  

No obstante, además de desencadenar respuestas a estrés, tal y como se resume en la 

figura 1, se ha demostrado también que las ROS desempeñan un papel importante en el 

crecimiento y desarrollo de las plantas. Por ejemplo, participan en la germinación, la 

floración, así como en el desarrollo del meristemo apical del tallo y la raíz, los pelos 

radiculares, los tubos polínicos, las hojas y las raíces laterales (Mittler, 2017; Noctor et al., 

2018). 

 

 

Figura 1. Modo de acción de ROS en la célula ante una situación de estrés. Cloroplastos, mitocondrias, 

peroxisomas y oxidasas aceleran la producción de ROS, alterando su homeostasis. Los distintos sistemas 

antioxidantes normalmente consiguen mitigar la sobreproducción de ROS, pero cuando ésta supera la 

capacidad antioxidante de la célula se genera estrés oxidativo, que provoca peroxidación lipídica, daños en 

el ADN y oxidación de proteínas. Esta situación de estrés lleva a la señalización sistémica célula a célula y a 

la señalización redox. Esta figura ha sido creada con BioRender. 
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1.2. ESTRÉS NITROSATIVO, ÓXIDO NÍTRICO (NO) Y ESPECIES 

REACTIVAS DE NITRÓGENO (RNS) 

El óxido nítrico (NO) es una pequeña molécula gaseosa y un radical libre que 

desempeña roles clave en la fisiología de los organismos vivos. En mamíferos, juega un 

papel regulador en procesos como la neurotransmisión, la respuesta inflamatoria y las 

enfermedades cardiovasculares (Schmidt & Walter, 1994). En las plantas, el NO se 

considera una importante molécula señalizadora que regula múltiples procesos de 

desarrollo y fisiológicos (Domingos et al., 2015; Hancock, 2020). Por ejemplo, durante la 

polinización y el crecimiento del tubo polínico (Reichler et al., 2009; Šírová et al., 2011), 

la germinación de las semillas (Arc et al., 2013), el desarrollo de las raíces (Correa-

Aragunde et al., 2004; Lombardo et al., 2006), o el control de la apertura estomática 

(Gayatri et al., 2013; Neill et al., 2008). También desempeña un papel fundamental en las 

respuestas a estrés en las plantas (Fancy et al., 2017). En mamíferos, se conoce 

perfectamente que el NO es sintetizado en su mayoría por las NO sintasas (NOS), 

percibido por las guanilato ciclasas (GC) y señalizado a través de múltiples vías (León & 

Costa‐Broseta, 2020). Sin embargo, ni su biosíntesis, ni su percepción, ni sus mecanismos 

de señalización se conocen completamente en las plantas (Astier et al., 2018). 

La síntesis de NO en las plantas se ve aumentada por el estrés, y se han descrito dos 

rutas principales para ello: reductora y oxidativa (Astier et al., 2018). La vía más estudiada 

es la reductora, que parte de nitrato (NO3
-) que se reduce primero a nitrito (NO2

-) y 

posteriormente a NO. La enzima que cataliza ambas reacciones de reducción es la nitrato 

reductasa (NR), de la cual existen dos isoformas en Arabidopsis thaliana: NIA1 y NIA2 

(Cheng et al., 1991). Sin embargo, la NR es una enzima multifuncional fundamental para 

la asimilación y el metabolismo del nitrógeno, con lo que esta conversión de nitrito a NO 

solo ocurre en situaciones específicas, como de alta concentración de nitrito y baja 

concentración de nitrato o en entornos ácidos (Rockel et al., 2002; Yamasaki et al., 1999; 

Yamasaki & Sakihama, 2000). A pesar de ello, esta actividad secundaria de la NR resulta 

muy importante para la fisiología de las plantas (Astier et al., 2018). La reacción de síntesis 

de NO por la vía reductora también puede ser catalizada a partir de nitrito por nitrito 

reductasas formadoras de NO (NOFNiR) u otras enzimas dependientes de cofactor de 

molibdeno (Chamizo-Ampudia et al., 2016; Havemeyer et al., 2006); a través de la cadena 

de transporte electrónico mitocondrial (mECT) (Gupta et al., 2005); o a partir de 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) por la nitrito-óxido nítrico reductasa 

(Ni:NOR) (Stöhr et al., 2001; Stöhr & Ullrich, 2002). Todas estas reacciones alternativas a 

la NR solo pueden darse en condiciones anaeróbicas, lo cual evidencia que los niveles de 

O2 determinan también la cantidad de NO sintetizado por la planta (León & Costa‐

Broseta, 2020). 

Existen evidencias de que las plantas también podrían sintetizar NO mediante oxidación 

de manera similar a los mamíferos. Sin embargo, aún no se ha identificado la enzima 

responsable de la actividad similar a la NOS en plantas superiores (Jeandroz et al., 2016; 

Santolini et al., 2017; León & Costa‐Broseta, 2020). Solo se ha descrito una enzima NOS 

hasta la fecha en el reino vegetal en algas (Foresi et al., 2015). Posteriormente, se han 

buscado en plantas superiores genes y proteínas con secuencias, motivos clave o 
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estructura tridimensional similares a las NOS (Hancock & Neill, 2019; Jeandroz et al., 

2016). No obstante, los datos obtenidos llevan a pensar que no existen enzimas NOS en 

plantas superiores (León & Costa‐Broseta, 2020). 

Aunque la biosíntesis de NO genera cierta controversia, la forma en que las plantas 

perciben el NO es aún menos conocida. La percepción de NO en animales se realiza a 

través de GC solubles inducibles por NO que sintetizan el segundo mensajero guanosín 

monofosfato cíclico (GMPc) (Friebe & Koesling, 2003; Russwurm & Koesling, 2004). Sin 

embargo, la existencia de una vía de señalización NO-GMPc funcional en plantas es 

incierta (Astier et al., 2018). En ausencia de un receptor GC para NO, las plantas parecen 

detectarlo principalmente a través de la interacción química con metales cofactores o 

con residuos de aminoácidos de proteínas que experimentan modificaciones 

postraduccionales (PTMs) desencadenadas por el NO (Astier & Lindermayr, 2012). Hasta 

la fecha solo se ha descrito un mecanismo de percepción del NO basado en la 

degradación de factores de transcripción (FT) del grupo VII de la familia de los factores 

de respuesta a etileno (ERFVII) a través de un proceso proteolítico dependiente de la 

secuencia aminoterminal denominado ruta del N-degrón (Gibbs et al., 2014). Esta ruta 

proteolítica que se inicia con la eliminación del residuo de metionina N-terminal de los 

ERFVIIs por Metionina aminopeptidasas (MAPs), continua con la oxidación específica del 

residuo C2 que queda expuesto desde tiol a ácido sulfénico, en un proceso catalizado 

por cisteína oxidasas de plantas (PCOs) y que depende estrictamente de NO y el O2 y 

que justifica el funcionamiento de este proceso como sensor de NO y O2. Posteriormente, 

los ERFVIIs oxidados sufren procesos sucesivos de arginilación, poli-ubiquitinación, y 

degradación mediada por el proteasoma que resultan en el control de los niveles de 

ERFVII (Gibbs et al., 2014). Los ERFVII comprenden cinco proteínas: tres expresadas 

constitutivamente (RAP2.12, RAP2.2 y RAP2.3) y dos inducibles por hipoxia (HRE1 y 

HRE2). Esta ruta actúa como un sensor de NO y O2 en las respuestas a condiciones de 

baja disponibilidad de O2, así como sensor general de estrés abiótico (Gibbs et al., 2014; 

Pucciariello & Perata, 2017; Vicente et al., 2017). De hecho, esta proteólisis de los ERFVII 

solo ocurre en condiciones de normoxia, y se desactiva con niveles bajos de O2 

(Pucciariello & Perata, 2017), pero también depende de la producción de NO, ya que la 

degradación de los ERFVII en normoxia se bloquea cuando no se produce suficiente NO 

en la planta (Gibbs et al., 2014). En la figura 2 se representa con más detalle el 

funcionamiento de esta vía de señalización del NO. 
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Figura 2. Señalización de NO basada en la degradación de los factores de transcripción ERFVII en la 

ruta de N-degrón. Primero, se elimina la metionina de los ERFVII por una MAP, exponiendo el residuo de 

cisteína desestabilizador a una oxidación específica y directa mediada por las PCOs, el NO y el O2. Después, 

se transfiere una arginina al residuo N-terminal de los ERFVII por medio de las enzimas ATE, y esto supone 

una señal para la proteólisis 6 E3 ubiquitina ligasa (PRT6) para la ubiquitinación y posterior degradación por 

el proteasoma de los ERFVII (Gibbs et al., 2014; Weits et al., 2014). M, metionina; C, cisteína, Cox, cisteína 

oxidada; R, arginina; MAPs, metionina aminopeptidasas; PCOs, oxidasas de cisteínas de plantas; ATEs, 

arginiltransferasas; PRT6, poteólisis6 E3 ubiquitina ligasa 6; Ub, ubiquitina. Esta figura ha sido creada usando 

BioRender. 

 

Los niveles intracelulares de NO son el resultado del equilibrio entre la síntesis y la 

eliminación, que está controlada por varias enzimas. El NO puede reaccionar con el 

glutatión reducido (GSH) para formar glutatión S-nitrosilado (GSNO), que actúa como 

reservorio de NO y como donador para la nitrosilación de proteínas (Jahnová et al., 2019). 

Sin embargo, el GSNO no solo es un reservorio de NO, sino que ambas moléculas actúan 

conjuntamente en respuestas a estrés y desarrollo (Yun et al., 2016). Un mecanismo redox 

basado en la acción de TRX que reducen las proteínas S-nitrosiladas también afecta a la 

homeostasis de NO, ya que lo libera junto con la proteína no nitrosilada (Mata-Pérez & 

Spoel, 2019). El NO también puede eliminarse reaccionando con ROS dando lugar a otras 

especies reactivas de nitrógeno (Reactive Nitrogen Species, RNS) de entre las que es 
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especialmente relevante su reacción con el radical O2
− para la formación de peroxinitrito 

(ONOO-) (Vandelle and Delledonne, 2011; Gaupels et al., 2011). El NO puede reaccionar 

químicamente con oxígeno para formar nitrito y nitrato, y también puede regularse a 

través del ciclo de las fitoglobinas que pueden re-oxidar el NO hasta nitrato (Gupta et 

al., 2011; Igamberdiev et al., 2011; Trevisan et al., 2011). 

El NO es un gasotransmisor y molécula señalizadora cuyo modo de acción más relevante 

se basa en la inducción de PTMs en las proteínas diana. Cuando el NO reacciona con 

proteínas puede alterar su actividad, su localización subcelular, su función, estructura o 

estabilidad, y cuando la proteína afectada es un FT, lo más probable es que se induzcan 

cambios en el transcriptoma (Grün et al., 2006; Palmieri et al., 2008; Castillo et al., 2018). 

Un estudio sobre el efecto de la S-nitrocisteína en el transcriptoma de Arabidopsis reveló 

alrededor de 700 FT potencialmente involucrados en múltiples procesos fisiológicos 

(Imran et al., 2018). La regulación ejercida por el NO se basa principalmente en PTMs 

directamente derivadas de NO como la S-nitrosilación de tioles y aminas, nitración de 

tirosina, triptófano y fenilalanina, o activadas secundariamente como la ubiquitinación 

de lisinas, la fosforilación de serina, treonina y tirosina, y la oxidación de tirosina y tioles 

(Gow et al., 2004; Hess & Stamler, 2012). Entre ellas, la S-nitrosilación de cisteínas y la 

nitración de tirosinas son las más estudiadas (Astier & Lindermayr, 2012). La S-

nitrosilación es una modificación redox que consiste en la unión covalente reversible del 

NO al grupo tiol de un residuo de cisteína específico de una proteína diana (Astier et al., 

2011). El GSNO parece ser uno de los principales donadores de la actividad 

transnitrosilasa en plantas (Wang et al., 2006; Yu et al., 2012). La nitración de residuos de 

tirosina de proteínas específicos, formando una 3-nitrotirosina (3-nitroY), es 

probablemente la principal reacción irreversible causada por agentes nitrantes como el 

ONOO- (Lozano-Juste et al., 2011; León & Costa‐Broseta, 2020), y puede desencadenar 

cambios conformacionales que conducen a la activación o, más comúnmente, a la 

inhibición de las proteínas diana (Bayden et al., 2011). Las PTMs relacionadas con el NO 

y los cambios conformacionales correspondientes de las proteínas modificadas parecen 

promover su posterior poli-ubiquitinación y degradación por el proteasoma (Castillo et 

al., 2015), vinculando así el NO con esta vía de degradación. El NO también puede 

interaccionar reversiblemente con los metales del centro hemo de las metaloproteínas 

para formar complejos metal-nitrosilo, induciendo cambios conformacionales que 

comprometen el funcionamiento de la proteína afectada (Astier & Lindermayr, 2012; 

Ford, 2010). Las fitoglobinas son las proteínas vegetales mejor caracterizadas sometidas 

a la nitrosilación de metales (Gupta et al., 2011). También se ha demostrado que la 

nitración de ácidos grasos por el NO forma parte de la señalización de NO en las plantas 

(Mata-Pérez et al., 2017). 

Bajo condiciones de estrés, RNS y ROS pueden causar estrés nitrosativo y oxidativo, 

respectivamente. A menudo ambos tipos de estrés coinciden temporal y espacialmente 

en la planta dando lugar a condiciones de estrés nitro-oxidativo. ROS y RNS tienen una 

rigurosa interacción metabólica que regula las respuestas al estrés nitro-oxidativo en las 

plantas. Un buen ejemplo de la interacción entre RNS y ROS es la del radical O2
− y el NO 

para generar ONOO-, un potente agente nitrante que puede mediar en este caso la 
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nitración de tirosina en proteínas (Vandelle & Delledonne, 2011; Gaupels et al., 2011), lo 

que podría ser un buen biomarcador de estrés nitrosativo en plantas superiores (Corpas 

et al., 2007). Esta reacción entre NO y O2
− para formar ONOO-, junto con el sistema de 

eliminación de ROS, determina la homeostasis de ROS y RNS, y las respuestas fisiológicas 

de desarrollo, metabólicas y defensivas (Molassiotis & Fotopoulos, 2011). Además, la 

expresión génica inducida por NO y ozono se superpone en gran medida en Arabidopsis 

(Ahlfors et al., 2009). Se ha demostrado experimentalmente que la aplicación exógena 

de NO y/o H2O2 afecta directamente a la nitrosilación y carbonilación de proteínas, lo 

que sugiere un vínculo entre la señalización oxidativa y nitrosativa y las PTMs (Jasid et 

al., 2008; Tanou et al., 2009). Dado que ROS y RNS señalizan diferentes procesos durante 

la vida de la planta, es esencial comprender bien la red oxidativa y nitrosativa en 

diferentes condiciones ambientales y descubrir nuevos componentes que participen en 

este sistema. El estrés nitro-oxidativo es común en muchos factores de estrés biótico y 

abiótico. Entre los factores de estrés abiótico, las condiciones ambientales provocadas 

por el cambio climático han alterado los regímenes de precipitaciones, aumentando los 

episodios de lluvias torrenciales que anegan e inundan los campos de cultivo. En estas 

condiciones las plantas primero son sometidas a condiciones de hipoxia y, más tarde 

cuando el agua se retira, a episodios de re-oxigenación que, entre otros efectos, 

provocan estrés nitro-oxidativo. 

 

1.3. ESTRÉS POR HIPOXIA Y RE-OXIGENACIÓN EN PLANTAS 

Durante las últimas décadas, el cambio climático ha provocado temperaturas 

extremas y también condiciones extremas relacionadas con el estrés hídrico como 

sequías e inundaciones. Estas inundaciones provocadas por la alteración de los 

regímenes de lluvia debido al cambio climático suponen un gran problema para la 

agricultura. Tal como se esquematiza en la Figura 3, los efectos pueden ser diferentes 

dependiendo de cómo se dé la inundación, afectando solo a las raíces (anegamiento) o 

también a las partes aéreas de la planta (inmersión parcial o completa) (Sasidharan et al., 

2017). Cuando las plantas están anegadas y no pueden respirar debido al exceso de agua 

en el suelo, la absorción de nutrientes a través de las raíces, la conductancia de los 

estomas, y la asimilación de dióxido de carbono (CO2) en la parte aérea de la planta, se 

reducen (Jethva et al., 2022). En las plantas inundadas, la disminución de O2 debida a su 

menor disponibilidad en el agua en comparación con el aire limita su crecimiento y 

provoca daño celular (León et al., 2021). Estos efectos aumentan conforme más tiempo 

se encuentran las plantas sumergidas y con las altas temperaturas, ya que el consumo 

de O2 debido a la respiración de la planta aumenta (Deutsch et al., 2015). Además, el 

estado de desarrollo en el que se encuentren las plantas sumergidas es crítico para el 

grado de daño, ya que las transiciones en el desarrollo como por ejemplo la germinación 

de las semillas, el crecimiento post-germinativo, o la floración, son notablemente más 

sensibles a la baja disponibilidad de O2 (Considine et al., 2017; Le Gac & Laux, 2019). 
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Figura 3. Hipoxia en la naturaleza debido a una situación de anegamiento o inmersión completa por 

inundación. Cuando las plantas están anegadas debido a un exceso de agua en el suelo se pasa de un 

metabolismo aeróbico a metabolismo anaeróbico, la absorción de agua y nutrientes por parte de las raíces 

se ve reducida, junto con la fotosíntesis, la conductancia estomática, y el intercambio de gases en la parte 

aérea de la planta. La inmersión completa provoca hiperhidricidad, cierre estomático, inhibición del 

intercambio de gases y mantiene a la planta en condiciones reducidas de luz y con metabolismo anaeróbico, 

lo cual limita su crecimiento. La señalización por los bajos niveles de O2 provoca también aumento del NO, 

etileno y especies reactivas de oxígeno (ROS). Esta figura ha sido creada usando BioRender. 

 

Los episodios de hipoxia experimentados por los seres vivos son siempre transitorios o 

intermitentes, y luego sufren un proceso de re-oxigenación que los devuelve a las 

condiciones normales de O2 (León et al., 2021). Aunque esto ha sido ampliamente 

estudiado en modelos animales, se sabe mucho menos sobre esta transición en plantas. 

Debido a su naturaleza sésil, las plantas han desarrollado estrategias que les permiten 

sobrevivir en condiciones de inmersión después de intensas lluvias (Phukan et al., 2016), 

y también perciben la transición de la hipoxia a la normoxia, cuando el agua deja de 

cubrir las plantas (Tamang & Fukao, 2015). El estrés que sufren las plantas durante la re-

oxigenación causa fotoinhibición y una generación excesiva de ROS y RNS, lo cual 

conduce al daño celular (Jethva et al., 2022). Aunque se han realizado muchos estudios 

en plantas durante la hipoxia, se sabe mucho menos sobre los eventos fisiológicos y 

moleculares que ocurren durante la re-oxigenación tras la hipoxia (León et al., 2021). 

Las plantas también experimentan hipoxia durante el desarrollo, sin necesidad de 

encontrarse en situaciones de estrés. Aunque la hipoxia inducida por estrés se ha 

estudiado mucho más que la respuesta a la hipoxia relacionada con el desarrollo, esta 

baja disponibilidad de O2 es una señal importante en procesos como la meiosis (Kelliher 

& Walbot, 2012), la germinación de semillas (Gibbs et al., 2014), y la fotomorfogénesis 

(Abbas et al., 2015). También parece ser importante en la regulación de las transiciones 

en el desarrollo preservando la integridad del genoma y manteniendo la quiescencia en 

las zonas meristemáticas (Considine et al., 2017). Las células proliferativas e 

indiferenciadas de los meristemos actúan en nichos permanentemente hipóxicos en los 
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cuales la disponibilidad de O2 determina el crecimiento activo (Weits et al., 2021). Por 

ejemplo, la señalización dependiente de O2 parece controlar el momento de la brotación 

en la vid (Meitha et al., 2018). Además, la hipoxia también es una condición natural en 

algunos tejidos u órganos de almacenamiento en las plantas, como los frutos (Cukrov, 

2018; Rolletschek, 2002; Xiao et al., 2018), la punta y la estela de la raíz (Armstrong & 

Beckett, 1987; Gibbs et al., 1998), o las semillas de algunas especies (Al-Ani et al., 1985; 

Raymond et al., 1985). Se ha planteado que la señalización desde nichos hipóxicos hacia 

los tejidos circundantes es necesaria para alcanzar la tolerancia inducida por la 

aclimatación del órgano o de toda la planta a la hipoxia (Armstrong et al., 2019). 

Las plantas responden al estrés por hipoxia sobre todo a través de dos estrategias 

alternativas: la estrategia de escape, que promueve el crecimiento de ciertos órganos 

para escapar de la condición de inmersión y alcanzar un estado de normoxia, y la 

estrategia de quiescencia, que consiste en ralentizar el crecimiento y así ahorrar recursos 

metabólicos, lo que resulta útil cuando el estrés es persistente (Nakamura & Noguchi, 

2020). En plantas de arroz parcialmente sumergidas, la estrategia de escape requiere una 

reprogramación metabólica que implica el metabolismo central del carbono y 

aminoácidos (Fukushima et al., 2020). Las plantas brasicáceas (Brassicaceae) enfrentan 

eficazmente la crisis energética causada por el estrés por hipoxia controlando 

rigurosamente su metabolismo energético, mejorando así su tolerancia y adaptación 

(Hwang et al., 2020). Por tanto, las plantas han desarrollado adaptaciones fisiológicas y 

morfológicas que permiten su supervivencia en condiciones de bajo nivel de O2 (Jethva 

et al., 2022). Las adaptaciones morfológicas incluyen la formación de raíces laterales, 

aerénquima radicular o raíces adventicias, y elongación de internodo o peciolo, todas 

ellas dirigidas a restablecer el intercambio de gases (Fukao & Bailey-Serres, 2004). A nivel 

fisiológico, las limitaciones en la disponibilidad de O2 conducen a la activación del 

metabolismo anaeróbico, en el cual el suministro de adenosina trifosfato (ATP) y 

nicotinamida adenina dinucleótido oxidado (NAD+) depende únicamente de la 

fermentación glucolítica, siendo además el contenido de ATP celular extremadamente 

bajo en estas condiciones (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Jethva et al., 2022). La 

reprogramación del metabolismo de la planta en hipoxia conduce finalmente a la 

acidificación celular y a la acumulación de equivalentes de reducción, causando una 

generación excesiva de ROS y RNS que pueden provocar daño celular (Hebelstrup & 

Møller, 2015). Para prevenir el daño celular en condiciones de hipoxia, las células 

vegetales ejecutan diversas respuestas a estrés que incluyen la reorientación metabólica, 

la regulación hormonal, cambios en la biogénesis mitocondrial, y la reprogramación de 

la expresión génica (Jethva et al., 2022). Esto último incluye la sobreexpresión de genes 

necesarios para satisfacer la demanda energética de la célula a través de la glucólisis 

fermentativa, como por ejemplo la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la piruvato 

descarboxilasa (PDC), mientras que se inicia la disminución de la transcripción de genes 

asociados con vías que consumen ATP, como el metabolismo de lípidos, el metabolismo 

secundario, y el transporte, señalización y regulación redox. Durante la glucólisis 

fermentativa, la ADH, PDC y la lactato deshidrogenasa (LDH) median la acumulación de 

etanol y lactato (Jethva et al., 2022). Por tanto, en condiciones de bajo nivel de O2, se 
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observa un aumento en la expresión y actividad de estas proteínas, así como 

acumulación de etanol, lo que las ha convertido en buenos y muy utilizados marcadores 

de la respuesta a la hipoxia en las plantas (Jethva et al., 2022; León et al., 2021). 

La disponibilidad de O2 es determinante para el metabolismo de todos los seres vivos. 

De hecho, se ha propuesto recientemente que el O2, en lugar de la glucosa, el NADPH o 

el ATP, es la molécula que proporciona mayor energía en animales y plantas y es crucial 

para mantener formas de vida complejas (Schmidt-Rohr, 2020). La respiración de las 

plantas se ve afectada dramáticamente por la disminución de O2, ya que es el aceptor 

final de electrones de la mETC (Gibbs & Greenway, 2003). Las mitocondrias dirigen 

cambios a nivel transcriptómico, proteómico, metabolómico y de actividad enzimática 

no solo durante la hipoxia, sino también durante la re-oxigenación (Shingaki-Wells et al., 

2014). Existe un mecanismo de homeostasis que detecta la falta de azúcar, reduce la 

transcripción desencadenada por la hipoxia para reducir el consumo de energía y 

preservar las reservas de carbono para el crecimiento cuando se vuelve a la normoxia 

(Cho et al., 2021). Bajo condiciones hipóxicas, se produce una acumulación de ROS en las 

mitocondrias, que pueden cruzar la membrana mitocondrial y liberarse al citosol 

(Hamanaka & Chandel, 2009), y en el apoplasto por medio de las NADPH oxidasas (Sagi 

& Fluhr, 2006). Las mitocondrias actúan en la generación de NO en hipoxia, pero también 

son diana de las acciones reguladoras del NO (Igamberdiev et al., 2014). En hipoxia, el 

NO, tal y como se ha descrito anteriormente, puede ser sintetizado como resultado de 

una reacción secundaria de la actividad de la nitrato reductasa en el citoplasma 

(Chamizo-Ampudia et al., 2017; León & Costa‐Broseta, 2020; Lozano-Juste & León, 2010), 

o como un subproducto de la mETC (Gupta & Igamberdiev, 2011; León & Costa‐Broseta, 

2020). Sin embargo, los niveles reales de NO dentro de las células no solo están 

controlados por la disponibilidad de O2 (Pucciariello & Perata, 2017), sino que también 

se reducen significativamente por secuestradores de NO. Entre ellos se encuentran las 

fitoglobinas, que modulan las respuestas a la hipoxia reguladas por NO y también 

funcionan como un sistema de ahorro energético en condiciones limitadas de O2 

(Vishwakarma et al., 2018). La sobreexpresión de las fitoglobinas atenúa las respuestas 

de las plantas a las condiciones de hipoxia y anoxia (Andrzejczak et al., 2020; Cochrane 

et al., 2017; Fukudome et al., 2019). La hipoxia, además de provocar la inhibición de la 

exportación de azúcares y la asimilación de nitrógeno, también conduce a una 

disminución en la tasa fotosintética, provocada por la disminución en la conductancia 

estomática, la reducción del área foliar, y menor contenido de clorofila (Jethva et al., 

2022). 

Se conocen ya varias rutas de señalización que participan en las respuestas 

desencadenadas por la hipoxia o la anoxia, y en ellas están involucradas la elevación de 

las concentraciones de Ca2+ citosólico (Igamberdiev & Hill, 2018), el etileno (Voesenek & 

Sasidharan, 2013), el NO (Pucciariello & Perata, 2017), y la acumulación de ROS y RNS 

(Hebelstrup & Møller, 2015; Pucciariello & Perata, 2017). Los pulsos de Ca2+ que se 

generan y se propagan durante la hipoxia permiten la activación de varias enzimas y 

genes que contribuyen en respuestas adaptativas a nivel celular, de tejido y de planta 

(Shabala et al., 2014; Wang et al., 2016). Por ejemplo, el Ca2+ participa en la activación de 
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la glutamato descarboxilasa que inicia la vía del ácido γ-aminobutírico (GABA) (Jethva et 

al., 2022). Además, el Ca2+ inicia la transcripción de ADH y PDC, ambos involucrados en 

la fermentación (Subbaiah et al., 1994). Otro aspecto importante es que las ROS son 

capaces de activar los canales de Ca2+ ubicados en la membrana plasmática (Hedrich, 

2012). Una de las rutas de señalización más importantes y estudiadas es la ruta del N-

degrón (Gibbs et al., 2014). Esta ruta proteolítica consiste en la degradación por el 

proteasoma de los ERFVII, tal y como se ha descrito anteriormente (Fig. 2). Sin embargo, 

esta degradación de los FT ERFVII se produce en condiciones de normoxia gracias a la 

percepción del NO y el O2 (Gibbs et al., 2014). Cuando hay escasez de O2, las cisteínas no 

se oxidan y los ERFVII se estabilizan, viajan al núcleo e inducen la transcripción de genes 

de respuesta a la hipoxia, algunos de los cuales codifican enzimas del metabolismo 

anaeróbico (Pucciariello & Perata, 2017). Además, el etileno que se forma en hipoxia 

promueve también la estabilización de los ERFVII (Hartman et al., 2019). En Arabidopsis, 

RAP2.12 y RAP2.2 son los dos ERFVII que activan de manera redundante el núcleo central 

de la respuesta anaeróbica (Bui et al., 2015). RAP2.12, en concreto, se encuentra 

almacenado en la membrana plasmática, y la disminución de los niveles de O2 y ATP 

provoca su liberación y translocación al núcleo (Schmidt & van Dongen, 2019). Los ERFVII 

pueden interaccionar con otros ERFVII o con otros FT para regular la expresión génica en 

respuesta a la hipoxia. La proteína LBD41 (LOB domain-containing protein 41) funciona 

como un represor transcripcional en Arabidopsis, y su expresión se induce muy 

significativamente en respuesta a hipoxia por medio de los ERFVII (Jethva et al., 2022; 

Mustroph et al., 2009). 

Tal como se resume en la Figura 4, además de los ERFVII, hay otras familias de FT que 

participan en la reprogramación transcripcional bajo hipoxia, como los factores 

NAM/ATAF/CUC (NAC), WRKY, Heat Shock Factor (HSF) y MYB (Banti et al., 2010; Bui et 

al., 2020; Jethva et al., 2022; Klecker et al., 2014; Tang et al., 2021). Un estudio reciente en 

Arabidopsis reveló que WRKY33 y WRKY12 actúan aguas arriba de la expresión génica 

dependiente de ERFVII en hipoxia, y activan la expresión de RAP2.12 (Tang et al., 2021). 

Los FT NAC localizados en el retículo endoplasmático, como ANAC017 y ANAC013, 

facilitan la señalización retrógrada mitocondrial para inducir la expresión génica (De 

Clercq et al., 2013; Ng et al., 2013). En concreto ANAC017 induce la transcripción de los 

genes de WRKY40 y WRKY45 (Meng et al., 2020). En la señalización por hipoxia mediada 

por el cloroplasto cabe destacar el papel de PHR1 (Phosphate starvation response 1), que 

se activa en respuesta a hipoxia tras la disminución de la fotosíntesis y regula 

principalmente genes relacionados con galactolípidos (Klecker et al., 2014). 
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Figura 4. Mecanismos de la célula en respuesta al estrés por hipoxia. La mitocondria genera ROS y NO 

que pueden ser transportados al citosol y al apoplasto para regular las respuestas a la hipoxia. La señalización 

al núcleo ejercida por ROS, el NO, el Ca2+, los ERFVII y otros FT (WRKYs, ANACs, MYBs como PHR1) provocan 

la transcripción de genes de respuesta a hipoxia (HRGs), como los que codifican para LBD41, o para ADH, 

PDC y LDH que contribuyen al cambio a un metabolismo anaeróbico basado en la fermentación del etanol. 

A su vez, las ROS controlan los canales de Ca2+, los niveles de NO intracelular son mitigados por la acción 

de fitoglobinas (Hb) y etileno (Et) y los bajos niveles de ATP promueven la liberación de RAP2.12 de la 

membrana para su traslocación al núcleo. El conjunto de estos mecanismos permite la supervivencia de la 

célula y, por tanto, de la planta. Esta figura ha sido creada con BioRender. 

 

Normalmente, en la naturaleza, después del periodo de hipoxia sucede un periodo de 

reexposición a la normoxia que para las plantas supone un estrés que puede ser tan o 

incluso más grave que el provocado por la deficiencia de O2 (Yeung et al., 2019). La re-

oxigenación restaura el metabolismo aeróbico en las células vegetales para satisfacer la 

alta demanda de energía. Sin embargo, la actividad acelerada de la respiración 

mitocondrial estimula la generación excesiva de ROS (Garnczarska et al., 2004; Jethva et 

al., 2022; Pavelic et al., 2000). Esta gran acumulación de ROS es un efecto combinado del 

aumento en su generación debido a una mayor presión de electrones en las cadenas de 

transporte electrónico de cloroplastos y mitocondrias, y de la reducción de la capacidad 

de eliminación de ROS (Jethva et al., 2022). Por tanto, los daños generados tras la hipoxia 

están principalmente asociados con el estrés oxidativo, que lleva a la oxidación de 

membranas, proteínas, ADN y carbohidratos (Blokhina et al., 2000; Jethva et al., 2022). 

Además de un aumento repentino en la concentración de O2, también se produce 

durante la re-oxigenación un aumento de la intensidad de luz que puede provocar daños 

en el fotosistema II (PSII) (Pospíšil, 2009). Por otra parte, también se produce una 

disminución en la conductividad del agua y estrés por deshidratación, ya que las raíces 

pierden capacidad para absorber agua (Fukao et al., 2011). Por lo tanto, el cierre de 
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estomas mediado por ABA juega un papel importante para prevenir la pérdida de agua 

por transpiración en las hojas durante la re-oxigenación (Alpuerto et al., 2016; Yeung et 

al., 2018). Otros factores que afectan a la planta durante la re-oxigenación son la 

acumulación de compuestos tóxicos que provocan peroxidación lipídica, y la senescencia 

(Blokhina et al., 2000; Jethva et al., 2022). Por lo tanto, entre las estrategias de 

supervivencia de las plantas durante la recuperación de la anoxia o hipoxia están la 

inducción de eliminadores de ROS, enzimas antioxidantes y genes de respuesta a sequía 

para superar el estrés oxidativo y la deshidratación. También se requiere la interacción 

balanceada entre las fitohormonas ácido jasmónico (JA) y etileno (Jethva et al., 2022). Sin 

embargo, hasta ahora se han realizado muy pocas investigaciones sobre la adaptación a 

la fase de re-oxigenación, en comparación con la fase de hipoxia o anoxia, y es necesario 

ampliar el conocimiento para en un futuro poder dirigir una recuperación más eficiente 

después de situaciones de inundación. La identificación de genes que se induzcan por 

hipoxia y que además estén co-regulados por NO y estrés oxidativo podría ser la clave 

para identificar factores reguladores decisivos en la interfase entre el estrés por hipoxia 

y el estrés por re-oxigenación. 

 

2. PROTEÍNAS CON DOMINIO VALINA-GLUTAMINA (VQ) EN 

PLANTAS 

Las proteínas con dominio valina-glutamina (VQ) son un grupo de proteínas que 

contienen el motivo FxxxVQxxTG, cuyo núcleo central está compuesto por los 

aminoácidos valina y glutamina y que da nombre a la familia de proteínas VQ (Cheng 

et al., 2012; Xie et al., 2010). Este grupo proteico fue identificado por primera vez en 

Arabidopsis, en la que se identificó una familia multigénica de 34 miembros (Cheng et al., 

2012; Morikawa et al., 2002; Xie et al., 2010), que se pueden clasificar en diez grupos por 

homología de secuencia (Jing & Lin, 2015) (Fig. 5). Posteriormente, se han identificado 

en muchas otras especies de plantas como arroz (Kim et al., 2013; Li et al., 2021a), soja 

(Wang et al., 2014, 2019; Zhou et al., 2016), vid (Wang et al., 2015b), col china (Zhang et 

al., 2015), maíz (Song et al., 2016), plátano (Ye et al., 2016), bambú (Wang et al., 2017), 

fresa (Garrido-Gala et al., 2019; Zhong et al., 2018), manzana (Dong et al., 2018), planta 

de té (Guo et al., 2018), eucalipto (Yan et al., 2019), tabaco (Liu et al., 2020), leguminosas 

(Ling et al., 2020) y trigo (Zhang et al., 2022a). El tamaño de las familias de proteínas VQ 

varía desde siete miembros identificados en Selaginella moellendorffii hasta 74 en 

Glycine max (Jiang et al., 2018). La mayoría de los genes de la familia VQ en las diferentes 

especies de plantas no tienen intrones y codifican proteínas relativamente pequeñas con 

menos de 300 aminoácidos (Yuan et al., 2021). Solo se han encontrado tres genes VQ 

que codifican proteínas de más de 1000 aminoácidos, que son OsVQ34 en arroz, y 

PeVQ13 y PeVQ48 en bambú (Kim et al., 2013; Wang et al., 2017). La proteína más 

pequeña es ZmVQ27 en maíz, con solo 61 aminoácidos (Song et al., 2016). Aunque 

inicialmente se pensaba que las proteínas VQ solo estaban presentes en plantas (Jing & 

Lin, 2015), posteriormente se han identificado también en genomas de bacterias, hongos 

y animales inferiores, pero no en algas (Jiang et al., 2018). 
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En este grupo de proteínas, la integridad del motivo VQ parece ser esencial para ejercer 

su actividad reguladora, como ya se ha comprobado por ejemplo para VQ4/MVQ1 y 

VQ29 (Li et al., 2014b; Weyhe et al., 2014), probablemente porque su regulación a 

menudo depende de la interacción con FT como los WRKY (Cheng et al., 2012). Además, 

esta interacción funcional entre proteínas VQ y FT WRKY a veces está regulada por 

fosforilación reversible catalizada por quinasas activadas por mitógenos (MAP quinasas) 

(Pecher et al., 2014; Weyhe et al., 2014). La mayoría de las proteínas VQ poseen actividad 

transcripcional, actuando como activadoras o represoras (Li et al., 2014a). De las 

proteínas VQ de Arabidopsis, solo cinco de ellas no mostraron esta actividad 

transcripcional: VQ1, VQ10, VQ25, VQ22 y VQ27 (Li et al., 2014a). 

Una característica muy importante pero todavía poco estudiada de las proteínas VQ es 

su localización subcelular. Según análisis in silico, estas proteínas tendrían una 

localización predominantemente nuclear. Sin embargo, otras proteínas VQ podrían 

localizarse, además de en el núcleo, en los cloroplastos, en las mitocondrias o en el 

citoplasma (Cheng et al., 2012; Guo et al., 2018; Jing & Lin, 2015; Kim et al., 2013). 

 

 

Figura 5. Árbol filogenético de la familia de proteínas VQ en Arabidopsis thaliana. La familia de 

proteínas VQ está compuesta por 34 miembros, y su clasificación en diez grupos por homología de secuencia 

según Jing & Lin (2015). El árbol fue adaptado de Cheng et al. (2012). 

 

Las proteínas VQ tienen funciones reguladoras muy diversas, incluyendo defensa contra 

estreses bióticos (Chen et al., 2018; Jiang & Yu, 2016; Lai et al., 2011; Wang et al., 2015a; 

Xie et al., 2010; Yan et al., 2018) y abióticos (Cheng et al., 2020; Hu et al., 2013b; Perruc 



 

16 

 

 I n t r o d u c c i ó n  

et al., 2004; Song et al., 2016), y procesos de desarrollo (Lei et al., 2017; Li et al., 2014b; 

Pan et al., 2018; Wang et al., 2010). Sin embargo, la mayoría de sus funciones en plantas 

siguen sin conocerse. En los siguientes apartados se describirán las funciones de las 

diferentes proteínas VQ conocidas hasta la fecha, muchas veces en asociación funcional 

con factores WRKY, tanto en el desarrollo y crecimiento de la planta como en las 

respuestas a diferentes tipos de estrés, para intentar comprender el modo de acción de 

este grupo de proteínas y descubrir posibles nuevas funciones. 

 

2.1. PROTEÍNAS VQ EN LA REGULACIÓN DEL DESARROLLO 

 Las proteínas VQ regulan procesos de desarrollo a lo largo de todo el ciclo de 

vida de la planta, como la germinación de la semilla o del polen, el tamaño de la planta, 

la fotomorfogénesis y la senescencia foliar. En la primera fase del ciclo de vida de la 

planta, que es la germinación y el desarrollo de la semilla, HAIKU1/VQ14 ha sido 

caracterizada como un componente de la llamada ruta HAIKU, que controla la primera 

fase de crecimiento del endospermo de la semilla (Garcia et al., 2003), promoviéndolo 

(Wang et al., 2010).  

Posteriormente, tanto en la regulación del crecimiento vegetativo como en procesos 

reproductivos como la floración o la germinación del polen, también participan algunas 

de las proteínas VQ. La proteína VQ8, que va dirigida al cloroplasto, es importante en la 

regulación del crecimiento, ya que el mutante vq8-1 muestra retraso en el crecimiento y 

hojas de color verde pálido durante todo su ciclo de vida (Cheng et al., 2012). La 

sobreexpresión de VQ17, VQ18 o VQ22 también provoca un mal desarrollo en las plantas 

(Cheng et al., 2012), lo cual sugiere que las proteínas VQ pueden promover o reprimir el 

desarrollo. VQ29 se ha visto que funciona como un regulador negativo de la 

fotomorfogénesis (Li et al., 2014b). Por otra parte, la expresión heteróloga de VQ21 de 

Arabidopsis o la sobreexpresión deVQ29 retrasan el tiempo de floración, alterando o sin 

alterar el crecimiento vegetativo, respectivamente (Cheng et al., 2012; Gargul et al., 

2015), lo cual sugiere que las funciones específicas de los genes VQ también pueden 

desajustar otros procesos de desarrollo. Además, la sobreexpresión heteróloga de 

algunos genes VQ de soja en Arabidopsis conlleva alteración de la morfología de las 

hojas, de la floración y del establecimiento de las semillas (Zhou et al., 2016), lo que indica 

que las funciones reguladoras del desarrollo de las proteínas VQ estarían conservadas 

entre especies. VQ20 regula el desarrollo del polen actuando junto con WRKY2 y WRKY34 

en un proceso que depende del motivo VQ (Lei et al., 2017), mediante la regulación 

negativa de la expresión de MYB97, MYB101 y MYB120 (Lei et al., 2018). 

Cuando el ciclo de vida de la planta está llegando a su fin y comienza el proceso de 

senescencia, las proteínas VQ también podrían estar actuando en la regulación, ya que 

la sobreexpresión del gen de maíz ZmVQ52 en Arabidopsis acelera la senescencia foliar 

(Yu et al., 2019). 

Algunos de los procesos relacionados con el desarrollo de la planta que están regulados 

por las proteínas VQ están también relacionados con fitohormonas. Por ejemplo, en 
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arroz, OsVQ13 regula positivamente la señalización de JA activando la ruta de 

señalización de OsMPK6-OsWRKY45, que regula el tamaño del grano y la resistencia a 

Xanthomonas (Uji et al., 2019). Por otro lado, VQ18 y VQ26 controlan la germinación de 

semillas en Arabidopsis regulando negativamente la señalización de ABA mediada por 

ABI5 (ABA insensitive 5) (Pan et al., 2018). Sin embargo, ni la dormancia de las semillas, 

ni la senescencia foliar, ni la tolerancia a la sequía regulada por ABA están reguladas por 

VQ18 y VQ26 (Pan et al., 2018), lo cual es indicativo de una regulación muy específica. 

En la figura 6 se resumen los procesos conocidos en los que están involucradas las 

proteínas VQ y los FT WRKY como reguladores de diferentes procesos durante todo el 

ciclo de vida de la planta. 

 

 

Figura 6. Participación de las proteínas VQ y los factores de transcripción WRKY en procesos de 

desarrollo a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta. Las proteínas VQ o WRKY de diferentes especies 

de plantas (At, Arabidopsis thaliana; Os, Oryza sativa; Zm, Zea mays) pueden llevar a cabo una regulación 

positiva (líneas de flechas) o negativa (líneas con extremos romos). 

 

2.2. PROTEÍNAS VQ EN LA DEFENSA CONTRA PATÓGENOS Y 

PLAGAS 

 Durante la última década, en diversas publicaciones se ha mostrado la función de 

las proteínas VQ como reguladores importantes en la defensa contra patógenos y plagas 

en plantas. La primera de ellas identificó a SIB1/VQ23 como un activador de la resistencia 

a Pseudomonas syringae mediada por ácido salicílico (SA) y JA (Xie et al., 2010). Esta 

proteína, junto con SIB2/VQ16, WRKY33 y WRKY57 también activa la resistencia contra 

el patógeno necrótrofo Botrytis cinerea a través de las proteínas JAZ1 y JAZ5 (Jiang & 

Yu, 2016; Lai et al., 2011). Por el contrario, VQ20 actúa como regulador negativo de la 

resistencia contra patógenos tanto biótrofos como necrótrofos (Cheng et al., 2012). 

MKS1/VQ21, en cambio, regula positivamente la defensa contra patógenos biótrofos 

mediada por SA, pero actúa de forma negativa en la defensa contra patógenos 
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necrótrofos regulada por JA (Andreasson et al., 2005; Petersen et al., 2010). La regulación 

de la resistencia a Botrytis por parte de VQ21 también requiere la interacción con 

WRKY33 a través del motivo VQ (Petersen et al., 2010). Los distintos complejos VQ-WRKY 

no solo permiten a la planta diferenciar varios patógenos, sino también diferenciar entre 

defensa y desarrollo. El silenciamiento del gen JAV1/VQ22 aumenta significativamente la 

respuesta regulada por JA ante patógenos necrótrofos e insectos formando complejos 

con WRKY28 y WRKY51, pero no altera el desarrollo dependiente de JA (Hu et al., 2013a). 

También se ha descrito que plantas con pérdida de función de los genes VQ12 y VQ29 

son resistentes a Botrytis, mientras que plantas que sobreexpresan VQ12 y VQ29 son 

susceptibles (Wang et al., 2015a), lo cual sugiere que estas dos proteínas podrían ser 

reguladores negativos de la defensa contra Botrytis. Además, la inactivación de VQ29 

aumentó significativamente la susceptibilidad de la planta ante Peronospora parasítica 

durante las últimas etapas de la infección (Le Berre et al., 2017). Existen otras 

combinaciones de complejos VQ-WRKY involucradas también en regular la resistencia 

contra Botrytis. VQ10 interacciona directamente con WRKY8 y regulan positivamente la 

resistencia basal de la planta (Chen et al., 2018). En tabaco, la mitad de los 59 genes VQ 

identificados fueron inducidos significativamente en respuesta a la infección de Ralstonia 

solanacearum (Liu et al., 2020), y en fresa, las proteínas homólogas de las proteínas de 

defensa VQ de Arabidopsis están reguladas en respuesta a la infección del hongo 

ascomiceto Colletotrichum acutatum (Garrido-Gala et al., 2019). 

Los roles de las proteínas VQ en las respuestas defensivas de las plantas probablemente 

se deben a su capacidad para interaccionar con múltiples FT WRKY, que en Arabidopsis 

están regulados por la fosforilación mediada por MAP quinasas y la posterior 

degradación de las proteínas VQ (Pecher et al., 2014; Weyhe et al., 2014). También parece 

haber mecanismos reguladores similares en arroz (Li et al., 2014a) y en cucurbitáceas 

(Jiao et al., 2018). En conjunto, la participación de las proteínas VQ en la regulación de la 

defensa contra patógenos es compleja y específica, probablemente a través de 

mecanismos combinatorios que involucran otras proteínas y también a través de la 

interacción funcional con diversas rutas hormonales. Estos mecanismos parecen 

funcionar también en plantas atacadas por insectos. La herida desencadena rápidamente 

la entrada de calcio, la fosforilación dependiente de calmodulina de JAV1/VQ22, el 

desmantelamiento del complejo JAV1-JAZ8-WRKY51 y la activación de la biosíntesis de 

JA para la defensa de la planta (Yan et al., 2018). En soja, la represión de GmVQ58 confiere 

resistencia al gusano Spodoptera litura Fabricius (Li et al., 2020). 

En resumen, hay un conjunto de proteínas VQ que pueden regular diferentes 

patosistemas mediante procesos específicos que funcionan a través de una compleja red 

de interacciones con los FT WRKY (Fig. 7). Estos complejos suelen estar regulados por 

PTMs como la fosforilación reversible. 
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Figura 7. Participación de las proteínas VQ y los factores de transcripción WRKY en la resistencia de 

las plantas contra patógenos e insectos. Patógenos biótrofos (Peronospora parasítica y Pseudomonas 

syringae), y necrótrofos (Botrytis cinerea). Las proteínas VQ y WRKY de Arabidopsis thaliana (At) o de Glycine 

max (Gm) pueden llevar a cabo una regulación positiva (líneas de flechas) o negativa (líneas con extremos 

romos). 

 

2.3. PROTEÍNAS VQ EN LAS RESPUESTAS A ESTRÉS ABIÓTICO 

La mayoría de la información sobre las funciones de las proteínas VQ en respuesta 

al estrés abiótico en plantas está relacionada con el estrés osmótico. La expresión de 

AtCaMBP25/VQ15 se induce en plántulas de Arabidopsis expuestas a deshidratación, 

bajas temperaturas o alta salinidad (Perruc et al., 2004). La proteína VQ9 puede actuar 

como represor del FT WRKY8 para mantener un balance apropiado entre las rutas de 

señalización reguladas por WRKY8 y el inicio de la tolerancia al estrés salino (Hu et al., 

2013b). En bambú, PeVQ28 y WRKY83 interaccionan en el núcleo, y la sobreexpresión de 

PeVQ28 en Arabidopsis produce una mayor resistencia al estrés salino y mayor 

sensibilidad a ABA (Cheng et al., 2020). Además de respuestas a estrés osmótico, las 

proteínas VQ también regulan respuestas a temperaturas extremas. Por ejemplo, en los 

frutos del plátano, MaVQ5 podría actuar como represor de MaWRKY26 en la activación 

de la biosíntesis de JA en respuesta al estrés por frío (Ye et al., 2016). Por otra parte, la 

sobreexpresión del gen de tomate SlVQ6 en Arabidopsis disminuye la termotolerancia 

(Ding et al., 2019). Además, recientemente se ha publicado que varios de los genes de la 

familia VQ en trigo inducen o reprimen su expresión en respuesta a diferentes tipos de 

estrés abiótico (Zhang et al., 2022a). En la figura 8 se resumen las principales funciones 

reguladoras ejercidas por las proteínas VQ en la respuesta de las plantas a estreses 

abióticos. 
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Figura 8. Participación de las proteínas VQ y los factores de transcripción WRKY en las respuestas a 

factores de estrés abiótico. Las proteínas VQ y WRKY de diferentes especies vegetales (At, Arabidopsis 

thaliana; Pe, Phyllostachys edulis; Ma, Musa acuminate; Sl, Solanum lycopersicum) pueden llevar a cabo una 

regulación positiva (líneas de flechas) o negativa (líneas con extremos romos). 

 

A pesar de que se ha descrito el papel de las proteínas VQ en muchos procesos de 

respuesta a estrés en plantas que implican la acumulación y participación de ROS y RNS, 

no se ha reportado hasta la fecha una regulación ejercida por las proteínas VQ 

específicamente en respuesta a estrés nitro-oxidativo. En el trabajo desarrollado durante 

esta Tesis se han identificado a algunas de las proteínas VQ de Arabidopsis como 

reguladores de las respuestas a estrés nitro-oxidativo, documentando el efecto de dichas 

condiciones sobre su expresión génica, y también identificando procesos específicos que 

se regulan mediante la alteración de algunos de los genes VQ. 
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O B J E T I V O S  
 

El principal objetivo del trabajo presentado en esta Tesis es la caracterización de los 

mecanismos moleculares implicados en la función reguladora de las proteínas VQ1 y 

VQ10, que, al igual que la función de muchas otras proteínas de la familia VQ, todavía se 

desconoce. Para conseguirlo, se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Analizar el modo de acción regulador de las proteínas VQ1 y VQ10 mediante la 

caracterización de sus interacciones físicas y funcionales con proteínas VQ, con 

factores de transcripción WRKY y con otras proteínas no relacionadas. 

2. Estudiar la regulación ejercida por VQ1 y VQ10 sobre el desarrollo y las respuestas 

a estrés, poniendo énfasis en el estrés oxidativo, la hipoxia y el NO, y su 

implicación en la función del cloroplasto. 
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M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S  
 

1. MATERIAL BIOLÓGICO 

 

1.1. MATERIAL VEGETAL 

Se utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana para los ensayos de expresión 

transitoria, y plantas de Arabidopsis thaliana para realizar las transformaciones genéticas 

estables y con ellas numerosos ensayos de esta Tesis. Se utilizó el ecotipo Columbia 0 

(Col-0) de Arabidopsis como planta control y fondo genético en los ensayos realizados 

en esta Tesis con esta especie modelo. Las semillas de las líneas mutantes vq1 

(SALK_050884C), y vq10-H (SAIL_23_A10C1) se obtuvieron del Nottingham Arabidopsis 

Stock Centre (NASC). Las semillas del mutante wrky33 (GK_324B11) fueron donadas por 

el Profesor Imre Somssich (Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Alemania). 

La línea reportera cycB1;1:GUS en fondo Col-0 (Colon-Carmona et al., 1999), cuyas 

semillas fueron donadas por el Dr. David Alabadí (Instituto de Biología Molecular y 

Celular de Plantas (IBMCP), Valencia, España), se utilizó para generar líneas reporteras en 

los fondos mutantes vq10-H y wrky33 (Tabla A1) mediante cruces genéticos con plantas 

de estos genotipos, selección con kanamicina y posterior genotipado mediante reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) con oligonucleótidos específicos (Tabla 1). Se 

realizaron cruces genéticos entre las líneas vq10-H y wrky33 y la selección de las líneas 

dobles mutantes generadas se realizó mediante genotipado por PCR con 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1) y posterior fenotipado. 

Las plantas con expresión reducida de VQ1 y VQ10 se obtuvieron mediante la tecnología 

de microARNs artificiales (amiARNs) (Tabla A1) (Carbonell, 2019), clonando los amiARNs 

específicos para VQ1, VQ10 o para los dos, diseñados con la herramienta P-SAMS (Plant 

Small RNA Maker Suite), en los vectores pMDC123SB-AtMIR390a-B/c y pMDC32B-

AtMIR390a-B/c (Fig. A1), donados por el Dr. Alberto Carbonell (IBMCP, Valencia, España), 

y transformando Agrobacterium tumefaciens con las construcciones resultantes. 

Después, se transformaron genéticamente plantas Col-0 mediante el método de 

inmersión floral con las Agrobacterium transformadas (Clough & Bent, 1998), y se 

seleccionaron los transformantes utilizando glufosinato de amonio (BASTA) o 

higromicina. 

Las líneas que sobreexpresan versiones etiquetadas con HA (Hemaglutinina de la 

influenza humana) de VQ1 y VQ10 (Tabla A1) se generaron clonando sus secuencias de 

ADN codificantes (CDS) en el vector pAlligator2 (Fig. A2) (Bensmihen et al., 2004), 

transformando A. tumefaciens con las construcciones correspondientes, y 

posteriormente plantas Col-0 mediante inmersión floral con dichas construcciones 

(Clough & Bent, 1998). La selección de líneas homocigotas se llevó a cabo mediante 

visualización de las semillas con una lupa de fluorescencia (MZ16F Leica MacroFluo), 

gracias a la expresión de la proteína fluorescente verde (GFP) en la semilla, dirigida por 

el promotor específico pAt2s3. 
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1.2. MATERIAL MICROBIOLÓGICO 

 Para producir y replicar los plásmidos necesarios para los clonajes se utilizaron 

las cepas de E. coli DH5 y ccdB3.1. Para la transformación de plantas (transformación 

estable de A. thaliana y transformación transitoria de N. benthamiana) se utilizó la cepa 

C58C1 de A. tumefaciens. Y para los ensayos de doble híbrido de levadura se utilizaron 

dos cepas de Saccharomyces cerevisiae Y187 y Y2HGold. 

 

2. MANIPULACIÓN Y CRECIMIENTO DE ARABIDOPSIS 

 

2.1. ESTERILIZACIÓN DE SEMILLAS 

 Previamente al cultivo y el crecimiento in vitro de plántulas de Arabidopsis, se 

esterilizaron las semillas mediante distintos tratamientos: (i) incubándolas durante 3h en 

una atmósfera con cloro gaseoso (Cl2), generado al añadir 3% (v/v) de ácido clorhídrico 

a una solución de hipoclorito de sodio; (ii) embebiéndolas primero en una solución con 

etanol al 70% (v/v) y Tween-20 al 0,01% (v/v) en agitación durante 20 min, después en 

una solución de hipoclorito de sodio al 30% (v/v) y Tween-20 al 0,02% (v/v) con agitación 

durante un máximo de 10 min, y por último lavándolas 5 veces con agua miliQ estéril; y 

(iii) embebiéndolas en una solución de etanol al 70% (v/v) y Tween-20 al 0,05% (v/v) en 

agitación durante 20 min, y después en etanol 70% (v/v) para dejarlas secar en una 

superficie estéril. 

 

 2.2. MEDIOS Y CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO 

El cultivo in vitro de Arabidopsis se realizó en placas Petri con medio Murashige 

y Skoog (MS) o medio MS con tampón MES (MS-MES) (Duchefa) estéril suplementado 

con un 1% (p/v) de sacarosa y 8 g/l de microagar, con pH ajustado a 5,7. Para la selección 

de las líneas cycB1;1:GUS en los fondos mutantes correspondientes se suplementó el 

medio con 50 µg/ml de kanamicina (Tabla A1). Para la selección de las líneas amiARN 

para VQ1, VQ10 o ambos VQ1 y VQ10, el medio se suplementó con 10 µg/ml de BASTA 

o con 20 µg/ml de higromicina, dependiendo del plásmido utilizado para la 

transformación (Tabla A1). Además, el medio MS se suplementó también con 50 µg/ml 

de cefotaxima en el caso de la selección de transformantes primarios para evitar 

contaminación de Agrobacterium. Tras su siembra, las semillas se estratificaron durante 

3-4 días a 4°C en oscuridad para sincronizar la germinación. Posteriormente, las plántulas 

se cultivaron en horizontal en cámaras de cultivo in vitro con un fotoperiodo de 16 h de 

luz y 8 h de oscuridad (día largo) a 20-23°C, en condiciones de luz blanca con intensidad 

150 µE m-2 s-1 y de 60% de humedad relativa. Para los ensayos de elongación de raíz, 

tinción de Lugol, y tinción de yoduro de propidio, las placas se cultivaron en vertical. El 

cultivo en tierra tanto de semillas como de plántulas se realizó sobre un sustrato 

compuesto por turba, perlita y vermiculita (2:1:1), con un fotoperiodo de día largo a 20-

23°C, en condiciones de luz blanca a 150 µE m-2 s-1 de intensidad y de 60% de humedad 

relativa. Solo en el caso de los ensayos de hipoxia por inundación, las plantas se 
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cultivaron bajo un fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad (día corto), durante los 

días previos al tratamiento. 

 

2.3. CRUCE DE PLANTAS Y SELECCIÓN 

Tanto el doble mutante vq10-H/wrky33, como las líneas cycB1;1:GUS (vq10-H) y 

cycB1;1;GUS (wrky33) (Tabla A1), se obtuvieron mediante cruces genéticos con plantas 

de 1 mes de los genotipos correspondientes. Para realizar los cruces, se seleccionaron 

capullos de flores no auto-fertilizados del parental femenino y se emascularon para ser 

polinizados mecánicamente con polen del parental masculino. En el caso de los dobles 

mutantes, la selección de líneas homocigotas se realizó mediante genotipado por PCR 

con oligonucleótidos específicos (Tabla 1). En el caso de las líneas reportadoras 

cycB1;1:GUS (vq10-H) y cycB1;1;GUS (wrky33), se seleccionaron primero para el transgén 

con medio MS-MES suplementado con kanamicina y posteriormente se genotiparon 

mediante PCR con oligonucleótidos específicos (Tabla 1) para los distintos fondos 

genéticos mutantes. Este procedimiento se realizó a lo largo de 3 o 4 generaciones hasta 

obtener líneas homocigotas estables. 

 

2.4. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA MEDIANTE INMERSIÓN FLORAL 

Y SELECCIÓN DE LOS TRANSFORMANTES 

La obtención de plantas transgénicas se realizó transformando plantas Col-0 de 

1 mes crecidas en tierra mediante el método de inmersión floral (generación parental de 

transformantes, T0) (Clough & Bent, 1998). Para ello, dos días antes de la transformación, 

se inocularon Agrobacterium transformadas con un plásmido binario en 10 ml de medio 

Luria-Bertani (LB) suplementado con rifampicina y el antibiótico correspondiente a la 

resistencia conferida por el plásmido binario utilizado. Tras dejarlo crecer durante 24 h a 

28°C en agitación, este cultivo se utilizó para inocular 200 ml del mismo medio, y se dejó 

crecer otras 24h a 28°C en agitación. Antes de transformar se recogieron las bacterias 

por centrifugación a 7000 rpm durante 10 min, y se resuspendieron en 250 ml de solución 

de transformación (sacarosa 5% (p/v) y Silwet L-77 0,02% (v/v)). Por último, se 

sumergieron los ápices florales en esta solución durante 30 s y, posteriormente, se 

cubrieron las plantas con bolsas de plástico para mantener la humedad durante 24-48h. 

Después de aproximadamente 1 mes, se recogieron las semillas de la primera generación 

de transformantes (T1). 

Para la selección de plantas transformadas, las semillas T1 obtenidas se sembraron en 

alta densidad en placas Petri con medio MS suplementado con cefotaxima y el 

antibiótico correspondiente a la resistencia conferida por el plásmido binario utilizado 

para la transformación. Tras el periodo de estratificación y cultivo in vitro, se 

seleccionaron los individuos resistentes al antibiótico y se transfirieron a tierra para 

recoger las semillas de la segunda generación de transformantes (T2). Se sembraron 100 

semillas T2 en placas Petri con medio MS-MES suplementado con el antibiótico 

correspondiente para la selección y, tras el periodo de estratificación y cultivo in vitro, se 
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seleccionaron las líneas transgénicas cuya segregación fuera próxima a un porcentaje de 

un 75% de individuos resistentes y un 25% de individuos susceptibles al antibiótico de 

selección. Este porcentaje de segregación es indicativo de que hay una única inserción 

del transgén según la segunda ley de Mendel. Plantas resistentes de las líneas 

seleccionadas se transfirieron a tierra y se cultivaron hasta recoger semillas de la tercera 

generación de transformantes (T3). Estas semillas T3 volvieron a sembrarse en las mismas 

condiciones que las semillas T2, y se seleccionaron aquellas líneas que presentaran un 

100% de individuos resistentes al antibiótico. Este porcentaje es indicativo de que las 

líneas presentan una única inserción del transgén en homocigosis. En el caso de las líneas 

transgénicas que expresan HA-VQ1 y HA-VQ10, la selección se realizó por fluorescencia 

en la semilla, conferida por GFP bajo el control del promotor específico pAt2s3 (Tabla 

A1). Para ello, la selección de las semillas se hizo observándolas bajo una lupa de 

fluorescencia (MZ16F Leica MacroFluo) y eliminando el antibiótico de selección de los 

medios de cultivo descritos anteriormente. 

 

2.5. TRATAMIENTOS 

 

2.5.1. HIPOXIA EN CÁMARA 

Los ensayos de hipoxia se realizaron en una cámara de metacrilato con 

una entrada para nitrógeno gas (N2) y un sensor de oxígeno (O2) conectado a un 

controlador ProOx Model 110 (BioSpherix, NJ, USA). El sistema permite controlar 

el porcentaje de O2 dentro de la atmósfera de la cámara gracias al controlador 

que dirige la entrada de N2 dependiendo de la concentración de O2 que se quiera 

alcanzar y mantener. Plántulas de 12 días cultivadas in vitro se incubaron en la 

cámara con un 1% de O2 y con baja intensidad de luz (20 µmol m-2 s-1) o en 

oscuridad durante el tiempo indicado. Se recogieron muestras antes y después 

del tratamiento y se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido para la 

posterior extracción de ARN o proteínas. 

 

2.5.2. ÓXIDO NÍTRICO 

Plántulas de 12 días cultivadas in vitro se sometieron a un pulso de NO 

mediante la incubación en una cámara de metacrilato cerrada herméticamente 

en la cual se había inyectado 300 ppm de NO (Linde AG, Germany). Las plántulas 

control se incubaron en las mismas condiciones en aire sin NO suplementado. 

Tras el tratamiento, se recogieron muestras tanto tratadas como control y se 

congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido para extraer ARN. 

Para estudiar la sensibilidad al NO, se realizaron ensayos de inhibición de la 

elongación del hipocotilo por NO en plantas cultivadas escotomorfogénicamente 

(Castillo et al., 2018). Semillas a las que se les había inducido la germinación por 

exposición a 6 h en luz después del periodo de estratificación, se incubaron en la 

cámara de metacrilato sellada con 300 ppm de NO, y crecieron en oscuridad 
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dentro de la cámara durante 4 días. Las plántulas control se incubaron en las 

mismas condiciones en aire sin NO suplementado. La longitud del hipocotilo se 

midió para cada plántula de cada genotipo y condición usando ImageJ2/Fiji. 

 

2.5.3. HIPOXIA Y RE-OXIGENACIÓN POR INUNDACIÓN 

Los ensayos se realizaron con plantas cultivadas en pastillas de sustrato 

(Jiffy Group), durante 1 mes en condiciones de día corto, sumergiéndolas 15 cm 

por debajo de la superficie del agua durante 5 días en tanques llenos de agua 

pre-equilibrados a 21°C en penumbra (intensidad de luz de menos de 5 µmol m-

2 s-1). Tras sacarlas del agua, las plantas se re-oxigenaron durante 15 días en 

condiciones de día largo, y se evaluó el nivel de daño sufrido para cada una de 

ellas en base a una escala cualitativa con 3 niveles de daño: plantas no dañadas, 

plantas vivas pero dañadas y plantas muertas. 

 

2.5.4. GERMINACIÓN BAJO ESTRÉS OXIDATIVO 

Para comprobar la tolerancia al estrés oxidativo, semillas de la misma edad 

de distintos genotipos se sembraron en placas de 24 pocillos conteniendo agua 

suplementada con 0,1 mM de metil viológeno (paraquat) o sobre agua como 

control. Las semillas se mantuvieron en condiciones de cultivo in vitro y los 

porcentajes de germinación se calcularon a los 5 días tras la siembra, tomando 

como indicador de la germinación la protrusión radicular. 

 

2.5.5. DESETIOLACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE CLOROFILAS 

Para analizar la respuesta tras la desetiolación se cuantificó la cantidad de 

clorofilas. Tras el periodo de estratificación, las semillas se expusieron a la luz 

durante 6 h para inducir la germinación, después crecieron las plántulas in vitro 

durante 3 días en oscuridad, y se sacaron a la luz para producir desetiolación. Tras 

24 h de desetiolación, se cuantificó la cantidad de clorofilas para cada genotipo 

mediante espectrofotometría. Para ello, se pesó el material vegetal del que iban 

a extraerse los pigmentos (20-100 mg) y se extrajeron incubándolo durante 4-5 

h a 4°C en oscuridad y agitación con acetona 80% (v/v). Tras la extracción, se 

midió la absorbancia a 647 y 663 nm con un espectrofotómetro de placas 

Multiskan GO (Thermo Scientific) usando el SkanIt Software v.7.1 (Thermo 

Scientific). La concentración de clorofila a (Ca) y b (Cb) se calculó aplicando las 

fórmulas 𝐶𝑎(𝜇𝑔 𝑚𝐿⁄ ) = (12,21 ∙ 𝐴663 − 2,81 ∙ 𝐴647)/𝐿 y 𝐶𝑏(𝜇𝑔 𝑚𝐿⁄ ) = (20,13 ∙

𝐴647 − 5,03 ∙ 𝐴663)/𝐿 (Porra et al., 1989), derivadas de la ley de Lambert-Beer, 

donde L es la longitud atravesada por la luz en el medio. Finalmente, la 

concentración total de clorofilas se calculó normalizando cada muestra con el 

volumen de medida (V) y el peso fresco de material vegetal (P): 𝐶𝑎 + 𝐶𝑏 ∙ (𝑉 𝑃⁄ ). 
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2.6. TINCIÓN GUS 

Para el análisis de la actividad β-glucuronidasa (GUS) de las líneas cycB1;1:GUS en 

los distintos fondos genéticos, plántulas de 5 días cultivadas in vitro se sumergieron en 

tampón de tinción frío (50 mM tampón fosfato pH 7,2, 0,2% (v/v) Triton X-100, 2mM 

ferrocianuro potásico y 2mM ferricianuro potásico) suplementado con 2 mM del sustrato 

5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónido (X-gluc), se infiltraron al vacío durante 20 min y 

se incubaron a 37°C durante 16-24 h. Posteriormente, las plántulas se destiñeron con 

lavados sucesivos con etanol 70% (v/v) y se observaron y fotografiaron con un 

microscopio Leica DM5000. 

 

2.7. TINCIÓN CON YODURO DE PROPIDIO 

Para analizar la longitud del meristemo radicular, las raíces de plántulas cultivadas 

in vitro en vertical durante 5 días se tiñeron con yoduro de propidio. Las raíces se 

colocaron en contacto con una solución de 10 µg/ml de yoduro de propidio durante 5 

min y se visualizaron y fotografiaron con un microscopio confocal AxioObserver Zeiss 

LSM 780 con excitación a 561 nm y un rango de emisión de 578-670 nm. La longitud del 

meristemo radicular se determinó a partir de las fotos contando el número de células del 

córtex desde el centro quiescente hasta la primera célula que duplicaba su tamaño con 

respecto a la anterior (Perilli & Sabatini, 2010). 

 

2.8. ESTIMACIÓN DE LA EFICIENCIA FOTOSINTÉTICA 

La eficiencia fotosintética se estimó con parámetros derivados de medidas de la 

fluorescencia de la clorofila en plántulas de 12-15 días crecidas in vitro con un Handy 

FluorCam FC 1000-H usando el software FluorCam7. Para ello, tras incubar las plántulas 

en oscuridad durante 20 min, estas fueron sometidas a pulsos de luz actínica de 21 PAR 

de intensidad. Se midieron el rendimiento cuántico efectivo del fotosistema II (ΦPSII), y 

el rendimiento cuántico máximo del PSII (Fv/Fm). 

 

2.9. ANÁLISIS DE ISOPRENOIDES 

 El análisis de isoprenoides mediante cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 

fue realizado por el Servicio de Metabolómica del IBMCP. Los carotenoides, clorofilas y 

tocoferoles fueron extraídos en tubos Eppendorf de 2 ml a partir de 4 mg de tejido de 

hojas liofilizado, usando 375 µl de metanol como disolvente para la extracción y 25 µl de 

una solución de 10% (p/v) de cantaxantina en cloroformo (Sigma) como patrón interno. 

El tejido fue lisado con bolas de vidrio de 4 mm añadidas en los tubos, machacando 

durante 1 min a 30 Hz en un TissueLyser II (QIAGEN, Venlo, Netherlands) y la extracción 

se realizó añadiendo 400 µl de Tris-NaCl a pH 7,5 y 800 µl de cloroformo. Las muestras 

se centrifugaron a 4°C durante 5 min a 13000 rpm y la fase orgánica fue transferida a un 

nuevo tubo y evaporada usando un sistema de SpeedVac (Eppendorf Concentrator plus, 

Hamburg, Germany). Después, los metabolitos extraídos fueron disueltos en 200 µl de 
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acetona, filtrados con filtros de 0,2 µm y después introducidos en viales de vidrio ámbar 

de 2 ml. Por último, se inyectaron alícuotas de 10 µl de cada muestra en un sistema HPLC 

de Agilent Technologies serie 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Se 

utilizó una columna C30 de fase reversa (YMC Carotenoid, 250 × 4.6 mm × 3 µm, YMC 

CO., Kyoto, Japan), con tres fases móviles de metanol (disolvente A), agua/metanol 

(20/80 (v/v)) con 0,2% (p/v) de acetato de amonio (disolvente B), y tert-metil butil éter 

(disolvente C). Los metabolitos fueron separados siguiendo el siguiente gradiente: 95% 

A, 5% B isocráticamente durante 12 min, 80% A, 5% B, 15% C 12 min, seguido de un 

gradiente lineal de hasta 30% A, 5% B, y 65% C durante 30 min. El flujo se mantuvo a 1 

ml/min. El equipo de HPLC estaba acoplado a un detector PDA (Photometric Diode Array) 

(Santa Clara, CA, USA) que permite la detección del espectro de absorción ultravioleta-

visible completo de los diferentes metabolitos. Las áreas de los picos de las clorofilas y 

de los carotenoides fueron determinadas a 650 nm y 472 nm, respectivamente, usando 

el software Agilent ChemStation. Se utilizó un detector de fluorescencia a 330 nm para 

la identificación de tocoferoles. 

 

3. MANIPULACIÓN Y CRECIMIENTO DE NICOTIANA BENTHAMIANA 

 

3.1. MEDIOS Y CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO 

 El cultivo de N. benthamiana se realizó en tierra sobre un sustrato compuesto por 

turba, perlita y vermiculita (1:1:1) con un fotoperiodo de día largo a 20-23°C, en 

condiciones de luz blanca a 150 µE m-2 s-1 de intensidad y de 60% de humedad relativa. 

 

3.2. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA TRANSITORIA MEDIANTE 

AGROINFILTRACIÓN 

Los ensayos de expresión transitoria se realizaron agroinfiltrando hojas de plantas 

de N. benthamiana de 1 mes con Agrobacterium transformadas con los plásmidos 

binarios correspondientes. Un día antes de la transformación, se inocularon las 

Agrobacterium transformadas en medio LB suplementado con rifampicina y el 

antibiótico correspondiente a la resistencia conferida por el plásmido binario utilizado. 

Tras el cultivo durante toda la noche a 28°C en agitación, se midió la densidad óptica a 

600 nm (OD600) del cultivo con un espectrofotómetro WPA Biowave II (Biochrom), se 

recogieron las bacterias centrifugando a 4500 rpm durante 10 min, y se resuspendieron 

en solución de agroinfiltración estéril a pH 5,6 (10 mM MES, 10 mM MgCl2 y 100 µM 

acetosiringona) hasta conseguir una OD600 de 0,1. Tras incubar los cultivos durante 2-3 h 

a temperatura ambiente se utilizaron para agroinfiltrar la zona del envés de hojas de N. 

benthamiana usando una jeringuilla de 1 ml. Todos los ensayos de transformación 

transitoria en N. benthamiana se realizaron co-infiltrando las Agrobacterium 

transformadas con nuestras construcciones junto con Agrobacterium transformadas con 

el plásmido p19. 
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3.3. VISUALIZACIÓN DE LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE PROTEÍNAS 

FUSIONADAS A GFP Y RFP 

Para comprobar la localización subcelular de las proteínas VQ1 y VQ10 se utilizaron 

versiones etiquetadas con GFP y/o proteína fluorescente roja (RFP). Para ello, se 

agroinfiltraron hojas de N. benthamiana con Agrobacterium transformadas con los 

plásmidos que contenían las construcciones 35S:GFP:VQ1, 35S:GFP:VQ10, 35S:VQ1:GFP, 

35S:VQ10:GFP, 35S:VQ1:RFP y 35S:VQ10:RFP (Tabla A1). También se comprobó si había 

variaciones en el patrón de localización subcelular de DXS agroinfiltrando hojas de N. 

benthamiana con los plásmidos 35S:DXS:GFP, donado por el Dr. Manuel Rodriguez-

Concepción (IBMCP, Valencia, España), y las construcciones 35S:HA:VQ1 o 35S:HA:VQ10 

(Tabla A1). Pasados 3-4 días después de la agroinfiltración, se visualizaron y fotografiaron 

discos de hojas agroinfiltradas con un microscopio confocal AxioObserver Zeiss LSM 780, 

con excitación a 488 nm y un rango de emisión de 490-527 nm para GFP, y con excitación 

a 561 nm y un rango de emisión de 588-634 nm para RFP. Además, la clorofila de los 

cloroplastos emite auto-fluorescencia con ambas longitudes de onda de excitación en 

un rango de 674-715 nm. 

 

4. MANIPULACIÓN Y CRECIMIENTO DE BACTERIAS 

 

4.1. MEDIOS Y CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO DE E. COLI  Y 

A. TUMEFACIENS 

Todas las bacterias se cultivaron en medio LB estéril líquido (20 g/l), o sólido 

suplementándolo con 15 g/l de agar. Para la selección de bacterias transformadas, el 

medio se suplementó con el antibiótico correspondiente a la resistencia del plásmido 

utilizado en cada transformación. En el caso de los cultivos de Agrobacterium, el medio 

se suplementó siempre con 50 µg/ml de rifampicina. E. coli se cultivó a 37°C durante 16-

24 h y Agrobacterium a 28°C durante 48 h, ambas en agitación a 2000 rpm en el caso de 

los cultivos líquidos. 

 

4.2. PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES PARA LA 

TRANSFORMACIÓN 

Para preparar células competentes de E. coli, se preparó un cultivo saturado a 

partir de una colonia previamente aislada por triple estría que se inoculó en 3 ml de 

medio LB y se incubó a 37°C en agitación. Al día siguiente, se inoculó 1 ml de este cultivo 

en 100 ml de medio LB en un matraz Erlenmeyer para optimizar la aireación del cultivo 

y se incubó a 37°C en agitación hasta que alcanzó una OD600 de 0,4. Después, las bacterias 

se recogieron por centrifugación a 4°C durante 15 min a 3500 rpm, se resuspendieron 

en 50 ml de cloruro de calcio (CaCl2) 50 mM, y volvieron a centrifugarse en las mismas 

condiciones. El sedimento se resuspendió en 1 ml de una solución de 10% (v/v) de 

glicerol y 50 mM de CaCl2, se prepararon alícuotas de 50 l, y se congelaron 

inmediatamente en nitrógeno líquido para ser conservadas a -80°C. 
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En el caso de A. tumefaciens, se cultivó una colonia previamente aislada por triple estría 

en 3 ml de medio LB con rifampicina a 28°C en agitación en un matraz Erlenmeyer de 

100 ml para optimizar la aireación del cultivo. Al día siguiente, se inoculó 1 ml de este 

cultivo en 500 ml del mismo medio en un matraz Erlenmeyer de 1L y se incubó en las 

mismas condiciones durante 3 h hasta alcanzar una OD600 de 0,5-1. Después se incubó 

el cultivo durante 10 min en hielo, se recogieron las bacterias por centrifugación a 4°C 

durante 10 min a 5000 rpm, se resuspendieron en 40 ml de cloruro de sodio (NaCl) 150 

mM, y volvieron a centrifugarse en las mismas condiciones. El sedimento se resuspendió 

en CaCl2 20 mM, se distribuyó en alícuotas de 50 l, y se congelaron inmediatamente en 

nitrógeno líquido para ser conservadas a -80°C. 

 

4.3. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES 

Las células competentes de E. coli y A. tumefaciens se transformaron mediante 

choque térmico. Para E. coli, se descongeló una alícuota de células competentes en hielo 

durante 15 min y se le añadió 1-5 µg de ADN plasmídico. La mezcla se incubó 30 min en 

hielo y luego 30 s a 42°C antes de volver al hielo. Después, se añadieron ~500 µl de 

medio LB y se incubó durante 1h a 37°C en agitación. Por último, las células se cultivaron 

en placas Petri con medio LB suplementado con el antibiótico correspondiente a la 

resistencia del plásmido utilizado en la transformación y se incubaron a 37°C durante 16-

24 h. En el caso de A. tumefaciens, se descongeló una alícuota de células competentes 

en hielo durante 15 min y se le añadió ~1 µg de ADN plasmídico. La mezcla se incubó 5 

min a 37°C, luego se congeló 1 min en nitrógeno líquido, se descongeló otra vez en hielo 

y se incubó 2-3 h a 28°C en agitación tras añadir 500 µl de medio LB. Por último, las 

células se cultivaron durante 48 h a 28°C en placas Petri con medio LB con rifampicina y 

el antibiótico correspondiente a la resistencia del plásmido utilizado.  

Alternativamente, Agrobacterium fue transformado por electroporación. Para ello, tras 

descongelar una alícuota de células competentes en hielo, se les añadió ~1 µg de ADN 

plasmídico y se incubaron de nuevo en hielo durante 5-10 min. Después, se añadió la 

mezcla en una cubeta de electroporación previamente enfriada en hielo, se sometió a 

una descarga eléctrica de 1800 V con un electroporador Eppendorf® 2510 (Sigma-Merck) 

y se incubó 2-3 h a 28°C en agitación tras añadir 1 ml de medio LB. Por último, las células 

se cultivaron en placas Petri tal y como se ha descrito previamente. 

 

5. MANIPULACIÓN Y CRECIMIENTO DE LEVADURAS 

 

5.1. MEDIOS Y CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO 

Las levaduras se cultivaron en un medio SD (Synthetic Defined) compuesto por 

medio DOB (Dropout base, MP Biomedicals) y suplemento DO -Ade/-His/-Leu/-Trp 

(Takara Bio), líquido o sólido suplementado con 20 g/l de agar. Además, el medio SD se 

suplementó con 20 µg/ml de los aminoácidos correspondientes: adenina, histidina, 

leucina y triptófano para el cultivo de las levaduras sin transformar (SD); adenina, 
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histidina y leucina para la selección de las Y2HGold transformadas con el plásmido 

pGBKT7-GW (SD/-Trp); adenina, histidina y triptófano para la selección de las Y187 

transformadas con el plásmido pGADT7-GW (SD/-Leu); y adenina e histidina para la 

selección de las levaduras diploides transformadas con ambos plásmidos pGBKT7-GW y 

pGADT7-GW (SD/Doble Dropout (DDO)). Para la selección de interacciones entre 

proteínas se utilizó medio SD libre de aminoácidos suplementados (SD/Cuádruple 

Dropout (QDO)). En el caso del rastreo de genoteca, los medios se suplementaron con 

50 µg/ml de kanamicina o 40 µg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil α-D-galactopiranosido 

(X-α-Gal) cuando fue necesario. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 2-5 días, con 

agitación a 2000 rpm en el caso de los cultivos líquidos. 

 

5.2. TRANSFORMACIÓN Y GENERACIÓN DE LEVADURAS DIPLOIDES 

MEDIANTE APAREAMIENTO 

En primer lugar, se realizó un cultivo saturado de 5 ml a partir de una colonia 

previamente aislada por triple estría en medio SD líquido y se dejó crecer a 28 °C en 

agitación. A los dos días, se inoculó 1 ml del cultivo saturado en 50 ml del mismo medio 

en un matraz Erlenmeyer para favorecer la aireación y se incubó en las mismas 

condiciones durante 16-24 h. Después, se recogieron las levaduras por centrifugación 

durante 5 min a 4500 rpm, se resuspendieron en agua miliQ estéril, y se centrifugaron 

en las mismas condiciones. El sedimento volvió a resuspenderse en agua miliQ estéril y 

se prepararon alícuotas de 1 ml. Para cada transformación, una alícuota se centrifugó 

durante 5 min a 5000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se añadieron 533 µl de 

polietilenglicol (PEG) 45% (p/v), 72 µl de acetato de litio 1M, 10 µl de ADN de esperma 

de salmón a 2 mg/ml (calentado previamente a 95°C durante 5 min), 1 µg de ADN 

plasmídico y agua miliQ estéril hasta llegar a un volumen final de 700 µl. El pellet se 

resuspendió hasta obtener una mezcla homogénea, se incubó durante al menos 30 min 

a 28°C en agitación, y luego 15 min a 42°C, invirtiendo el tubo cada 5 min para evitar la 

sedimentación. Por último, se recogieron centrifugando 5 min a 5000 rpm, se 

resuspendieron en 100 µl de agua miliQ estéril y se cultivaron en placas Petri con medio 

SD/-Leu o SD/-Trp (dependiendo de qué cepa de levadura se transforme y con qué 

plásmido) a 28°C durante 2-3 días. 

Para generar levaduras diploides transformadas mediante apareamiento, primero se aisló 

por triple estría una colonia de cada una de las levaduras haploides transformadas en 

cada caso, siempre una Y2HGold transformada con un pGBKT7-GW y una Y187 

transformada con un pGADT7-GW. Las colonias aisladas crecieron en placas Petri con 

medio SD/-Leu o SD/-Trp durante 2-3 días a 28°C, y se cultivaron las dos juntas en 500 

µl de medio SD a 28°C durante 16-24 h en agitación. Después, se recogieron por 

centrifugación durante 5 min a 5000 rpm, se resuspendieron en 100 µl de agua miliQ 

estéril, y se cultivaron en placas Petri con medio SD/DDO a 28°C durante 2-3 días. 
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5.3. ENSAYOS DE DOBLE HÍBRIDO DE LEVADURA (Y2H) 

Para comprobar interacciones entre proteínas se utilizó el sistema de doble 

híbrido de levadura. El sistema consiste en expresar una proteína fusionada al dominio 

de unión al ADN de Gal4 (binding domain, BD) y otra proteína fusionada al dominio de 

activación de Gal4 (activation domain, AD), de manera que cuando las dos proteínas 

interaccionan, el BD y el AD de Gal4 se aproximan lo suficiente como para activar la 

transcripción de ciertos genes en las levaduras diploides que les permiten crecer en un 

medio de selección SD/QDO. Para llevar a cabo esta comprobación, se partió de un 

cultivo saturado de una levadura diploide que contenía construcciones hechas con los 

plásmidos pGBKT7-GW (BD) y pGADT7-GW (AD) y las proteínas de interés (Tabla A1), a 

partir del cual se realizaron diluciones seriadas 1:10 y se utilizaron para realizar goteos 

sobre placas Petri con medio SD/QDO y SD/DDO como control. Las placas se incubaron 

a 28°C durante 2-3 días. Como control de auto-activación, para evitar obtener falsos 

positivos, se utilizaron en los goteos levaduras diploides que contenían el plásmido con 

cada una de las proteínas fusionadas junto con el otro plásmido vacío correspondiente 

(GAL4-BD:Ø o GAL4-AD:Ø). 

 

5.4. RASTREO DE GENOTECA DE DOBLE HÍBRIDO DE LEVADURA 

(Y2H) MEDIANTE APAREAMIENTO 

Con el objetivo de encontrar posibles proteínas interactoras de VQ1, se realizó un 

rastreo basado en la generación de levaduras diploides mediante apareamiento y el 

sistema de doble híbrido de levadura. Para ello se utilizó una genoteca normalizada Mate 

& PlateTM (Takara Bio) de proteínas de Arabidopsis transformadas en Y187 y una levadura 

Y2HGold transformada con el plásmido pGBKT7-GW-VQ1 (GAL4-BD:VQ1) (Tabla A1) y 

se siguió el protocolo de Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Takara Bio), con 

algunas modificaciones. 

Antes de proceder al rastreo, se comprobó que la construcción GAL4-BD:VQ1 por sí sola 

no auto-activaba la transcripción de los genes de selección en levaduras diploides 

transformadas también con el plásmido pGADT7-GW vacío (GAL4-AD:Ø). Para ello, se 

cultivaron las levaduras en placas Petri con medio SD/QDO y con SD/DDO como control, 

se incubaron a 28°C durante 2-3 días y se comprobó que en SD/DDO lograban crecer, 

pero en SD/QDO no. Para el rastreo, se preparó un cultivo saturado de Y2HGold 

transformada con pGBKT7-GW-VQ1 inoculando una colonia aislada en 50 ml de SD/-Trp 

e incubándolo a 28°C en agitación. Tras 16-24 h, cuando el cultivo alcanzó una OD600 de 

~0,8, las levaduras se recogieron por centrifugación a 4500 rpm 5 min y se 

resuspendieron en 4-5 ml de SD/-Trp. Paralelamente, se descongeló a temperatura 

ambiente una alícuota de 1 ml de la genoteca de Arabidopsis Mate & PlateTM (Takara 

Bio) de Y187 y se mezcló con los 4-5 ml de Y2HGold transformada con pGBKT7-GW-VQ1 

y con 45 ml de medio 2X SD suplementado con 50 µg/ml de kanamicina en un matraz 

de 1 l. La mezcla se incubó a 30°C durante 16-24 h en agitación a 30-50 rpm, se 

recogieron las levaduras por centrifugación a 4500 rpm durante 10 min, y se 

resuspendieron en 10 ml de 0,5X SD con kanamicina. A partir de este cultivo, se cultivaron 
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100 µl de diluciones seriadas 1:10 en placas Petri con medio SD/-Trp, SD/-Leu y SD/DDO 

para calcular la eficiencia del apareamiento y la cantidad de levaduras diploides 

rastreadas, según está descrito en el protocolo de Takara Bio. El cultivo restante se 

plaqueó en 55 pacas Petri de 150 mm con medio SD/QDO, que se incubaron a 28°C 

durante 5 días. Las colonias rastreadas se recomprobaron cultivándolas en medio 

SD/QDO suplementado con 40 µg/ml de X-α-Gal en las mismas condiciones. Finalmente, 

para identificar las proteínas interactoras de VQ1, se realizó PCR de colonia con 

oligonucleótidos específicos para el pGADT7 (Fig. A3, Tabla 1) de las colonias positivas, 

se purificaron y se secuenciaron los productos de PCR.  

Tras identificar mediante secuenciación las posibles proteínas interactoras de VQ1, 

se comprobaron algunas de ellas mediante Y2H. Para ello, se purificaron los plásmidos 

de las levaduras diploides positivas y con ellos se transformaron células de E. coli. Las 

bacterias fueron cultivadas en placas Petri con medio LB suplementado con 100 µg/ml 

de ampicilina para que solo crecieran las células que hubieran incorporado el plásmido 

pGADT7 procedente de la genoteca (Fig. A3). Los plásmidos se purificaron, se 

comprobaron mediante secuenciación con oligonucleótidos específicos (Tabla 1) y se 

utilizaron para transformar Y187 y comprobar la interacción mediante Y2H, generando 

previamente las levaduras diploides con las Y2HGold transformadas con pGBKT7-GW-

VQ1, pGBKT7-GW-VQ10 y el pGBKT7-GW vacío (Fig. A4) como control de auto-

activación. 

 

6. AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

6.1. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

6.1.1. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO DE ARABIDOPSIS 

Para extraer ADN genómico se partió de material vegetal congelado en 

nitrógeno líquido que se trituró y se homogeneizó con un homogeneizador de 

varilla Heidolph RZR 2051 control con 400 µl de un tampón de extracción (200 

mM Tris-HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM de ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA), 0,5% (v/v) de dodecilsulfato sódico (SDS)). Las muestras se centrifugaron 

a máxima velocidad durante 5 min, se separó el sobrenadante, y se le añadió un 

volumen de isopropanol. La mezcla se centrifugó en las mismas condiciones, se 

descartó el sobrenadante, y el precipitado se lavó con etanol 70% (v/v). Se volvió 

a centrifugar de la misma manera, se eliminó el etanol, y se dejó secar el 

precipitado a temperatura ambiente. Pasados 15-30 min, el precipitado se 

disolvió en 100 µl de agua miliQ estéril. Las muestras se almacenaron a 4°C. 
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6.1.2. EXTRACCIÓN DE ARN DE ARABIDOPSIS 

La extracción y purificación de ARN total a partir de material vegetal 

(plántulas de Arabidopsis) se realizó con el kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-

Nagel). Las muestras de ARN se almacenaron a -80°C. 

 

6.1.3. EXTRACCIÓN Y AISLAMIENTO DE ADN PLASMÍDICO DE 

BACTERIAS 

Para la extracción y purificación de ADN plasmídico de bacterias 

transformadas, se cultivó una colonia de la bacteria en 4 ml de LB suplementado 

con el antibiótico correspondiente a la resistencia conferida por el ADN 

plasmídico utilizado. La extracción se realizó a partir del cultivo usando el kit 

NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). El ADN purificado se almacenó a -20°C. 

 

6.1.4. EXTRACCIÓN Y AISLAMIENTO DE ADN PLASMÍDICO DE 

LEVADURAS 

Para la extracción de ADN plasmídico de levaduras transformadas, se 

cultivó una colonia de la levadura de interés en 3 ml de medio SD selectivo a 28°C 

en agitación. Al día siguiente, las levaduras se recogieron por centrifugación a 

5000 rpm durante 5 min y se les añadieron 200 µl de tampón de lisis (10 mM Tris-

HCl pH 8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% (v/v) SDS, 2% (v/v) Triton X-100) y bolas 

de vidrio de 0,5 mm de diámetro (BioSpec Products) hasta cubrir el sedimento. 

La mezcla se agitó en un vórtex durante 10 min, se le añadieron 400 µl de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico, se agitó de nuevo en vórtex otros 3 min, y se 

centrifugó a máxima velocidad durante 10 min. Se separó la fase acuosa del 

sobrenadante y se le añadió 1 volumen de tampón Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris-

HCl pH 8, 1mM EDTA), 1 volumen de isopropanol y un 8% (v/v) de acetato de 

sodio 3M pH 5,2. Tras mínimo 20 min de incubación a -20°C, se centrifugó la 

mezcla 5 min a velocidad máxima, se descartó el sobrenadante y se lavó el 

precipitado con etanol 70% (v/v). Volvió a centrifugarse de la misma manera, se 

descartó el sobrenadante, y el precipitado se dejó secar a temperatura ambiente. 

Tras 15-30 min, se resuspendió en 20 µl de tampón TE. Las muestras se 

almacenaron a -20°C. 

 

6.1.5. PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN DE PRODUCTOS DE 

PCR O DE GELES DE AGAROSA 

Para purificar productos de PCR se utilizó el kit de limpieza de PCR 

ChargeSwitchTM (Invitrogen) y para purificar fragmentos de ADN separados 

mediante gel de agarosa se utilizó el kit de extracción NucleoSpinTM Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel) o el kit QIAEXTM II Gel Extraction (QIAGEN). 
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La purificación de productos de PCR para su posterior secuenciación se 

realizó con el reactivo ExoSAP-ITTM (Applied Biosystems). Se añadieron 2 µl de 

reactivo por cada 5 µl de producto de PCR y se incubó la mezcla a 37°C durante 

15 min y otros 15 min a 80°C. 

 

6.2. CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

La concentración de ácidos nucleicos se cuantificó utilizando un 

espectrofotómetro ND1000 (NanoDrop Technologies) o un NanoDrop™ One/OneC 

(Thermo Scientific). 

 

6.3. ANÁLISIS DE CALIDAD DE ARN 

La calidad del ARN total extraído y purificado se analizó midiendo el número de 

integridad del ARN (RIN) en un 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc.). 

 

6.4. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

6.4.1. AMPLIFICACIÓN DE ADN MEDIANTE PCR 

Para genotipado por PCR, PCR de colonia u otros objetivos, se 

amplificaron los fragmentos de ADN mediante PCR utilizando la ADN polimerasa 

NZYTaq II (Nzytech) con sus reactivos y protocolo correspondientes. Para los 

genotipados por PCR se utilizó como molde 1 µl de ADN genómico y para las 

PCR de colonia se transfirió una mínima masa de una colonia de levadura a 1 

volumen de agua miliQ estéril al cual se le añadió 1 volumen de la mezcla de 

reactivos para la PCR. Las PCRs se realizaron en un termociclador de 96 pocillos 

VeritiTM (Applied Biosystems) con un programa de 3 min de iniciación a 95°C, 30-

35 ciclos de desnaturalización (30 s a 94°C), anillamiento (30 s a temperatura 

variable según la temperatura de fusión de los oligonucleótidos utilizados) y 

extensión (30-60 s dependiendo del tamaño del ADN a amplificar a 72°C), y 5 min 

de elongación final a 72°C. En el caso de las PCRs de colonia de levadura, se utilizó 

un programa de 1 min de iniciación a 94°C y 30 ciclos de 10 s a 98°C y 3 min a 

68°C. Para la amplificación de CDS a partir de ADN complementario (ADNc) en la 

construcción de plásmidos, se utilizó la ADN polimerasa PhusionTM High-Fidelity 

(Thermo Scientific) con su tampón y protocolo correspondiente. Se utilizó un 

programa similar al descrito anteriormente, que consistía en un primer paso de 

30 s a 98°C, 30 ciclos de desnaturalización (15 s a 98°C), anillamiento y extensión, 

y 10 min de elongación final a 72°C. Todos los productos de PCR que no se 

utilizaron inmediatamente después fueron almacenados a -20°C. Los 

oligonucleótios utilizados se recogen en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos usados en esta tesis. 

Nombre Secuencia (5’-3’) Loci Aplicación 

amiR-VQ1-F TGTATTGCCACCGTACCCTTGACCCATGAT 

GATCACATTCGTTATCTATTTTTTGGGTCAA 

GGGGACGGTGGCAA 

AT1G17147 Clonaje amiARN-VQ1 

amiR-VQ1-R AATGTTGCCACCGTCCCCTTGACCCAAAAA 

ATAGATAACGAATGTGATCATCATGGGTCA 

AGGGTACGGTGGCAA 

AT1G17147 Clonaje amiARN-VQ1 

amiR- 

VQ1&10-F 

 

TGTATATCGAACTCCGTCGTCTCTGATGAT 

GATCACATTCGTTATCTATTTTTTCAGAGA 

CGACTGAGTTCGATA 

AT1G17147 

AT1G78410 

Clonaje amiARN-VQ1, 

VQ10 

amiR- 

VQ1&10-R 

AATGTATCGAACTCAGTCGTCTCTGAAAA 

AATAGATAACGAATGTGATCATCATCAGA 

GACGACGGAGTTCGATA 

AT1G17147 

AT1G78410 

Clonaje amiARN-VQ1, 

VQ10 

amiR-VQ10-F TGTATCGTCCCCATTCGTCCTCCTGATGATG 

ATCACATTCGTTATCTATTTTTTCAGGAGGA 

CGCATGGGGACGA 

AT1G78410 Clonaje amiARN-VQ10 

amiR-VQ10-R AATGTCGTCCCCATGCGTCCTCCTGAAAAA 

ATAGATAACGAATGTGATCATCATCAGGAG 

GACGAATGGGGACGA 

AT1G78410 Clonaje amiARN-VQ10 

VQ1-F ATGTCTGCAGGAGTGAGATCTG AT1G17147 Clonaje VQ1 

VQ1-R TCAATGGTCTGACCAAAGATTATAC AT1G17147 Clonaje VQ1 

VQ1nostop-R ATGGTCTGACCAAAGATTATAC AT1G17147 Clonaje VQ1 

VQ10-F (*1 en 

Fig. 22B, C) 

ATGTCTGGAAGAGGGAAAGTG AT1G78410 Clonaje VQ10 

VQ10-R (*4 en  

Fig. 22B, C) 

TCAATATTCTGACCATAGTTTATACAATTC AT1G78410 Clonaje VQ10 

VQ10nostop-R ATATTCTGACCATAGTTTATA AT1G78410 Clonaje VQ10 

VQ24-F ATGGCGTCGTCGGAGGGATTAG AT3G56880 Clonaje VQ24 

VQ24-R TCACATAACTTTCCATGATTCGAGTG AT3G56880 Clonaje VQ24 

VQ27-F ATGGCCAACTCTAACAACGAC AT4G15120 Clonaje VQ27 

VQ27-R CTAAGAATAATATACCGTTTTTTCCTCGG AT4G15120 Clonaje VQ27 

VQ32-F ATGGATGATCAGAGTAATCGTGG AT5G46780 Clonaje VQ32 

VQ32-R CTATTGATTTTTCCATAATGGACTAAGC AT5G46780 Clonaje VQ32 

WRKY18-F ATGGACGGTTCTTCGTTTCTCG AT4G31800 Clonaje WRKY18 

WRKY18-R TCATGTTCTAGATTGCTCCATTAAC AT4G31800 Clonaje WRKY18 

WRKY33-F ATGGCTGCTTCTTTTCTTACAATGG AT2G38470 Clonaje WRKY33 

WRKY33-R TCAGGGCATAAACGAATCGAAAAATG AT2G38470 Clonaje WRKY33 

WRKY40-F ATGGATCAGTACTCATCCTCTTTG AT1G80840 Clonaje WRKY40 

WRKY40-R CTATTTCTCGGTATGATTCTGTTGATAC AT1G80840 Clonaje WRKY40 

WRKY75-F ATGGAGGGATATGATAATGGGTCG AT5G13080 Clonaje WRKY75 

WRKY75-R CTAGAAAGAAGAGTAGATTTGCATTTG AT5G13080 Clonaje WRKY75 

GABI-Kat CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC T-DNA Genotipado GABI-Kat 

LB3 (*a en 

Fig. 22B, C) 

TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGA 

TACAC 

T-DNA Genotipado SAIL 

LBb1.3 (*a en 

Fig. 22B, C) 

ATTTTGCCGATTTCGGAAC T-DNA Genotipado SALK 
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VQ1-RP (*2 en 

Fig. 22B, C) 

GGGGAGATTCAAAAGGCATAC AT1G17147 Genotipado vq1 

VQ1-LP (*1 en 

Fig. 22B, C) 

TTTACAGTGGCTACCACTGGC AT1G17147 Genotipado vq1 

VQ10-RP (*5 en 

Fig. 22B, C) 

CGCATATACTTGGGCTTCATG AT1G78410 Genotipado vq10-H 

VQ10-LP TTGTTTTAAGTTTACCGTTGCTG  AT1G78410 Genotipado vq10-H 

pWRKY33-4 TTCAGTCCCTCTCTTTTTCTCGAT AT2G38470 Genotipado wrky33 

pWRKY33-5 TCCACTTTCTTCTTCGTTGGA AT2G38470 Genotipado wrky33 

qVQ1-F CGGTGGCAAAGATTCATCACAGC AT1G17147 qRT-PCR 

qVQ1-R ATCGAACTCCGTCGTCTCTACACC AT1G17147 qRT-PCR 

qVQ10-F (*3 en 

Fig. 22B, C) 

TTCGACGGCCGTTGTTACGATG AT1G78410 qRT-PCR 

qVQ10-R (*2 en 

Fig. 22B, C) 

GTGGAGCTGTCTGGTATCTTCACC AT1G78410 qRT-PCR 

qWRKY33-F CTCTCCTTCCACTTGTTTCAGTCC AT2G38470 qRT-PCR 

qWRKY33-R CTGTGGTTGGAGAAGCTAGAACG AT2G38470 qRT-PCR 

qLBD41-F TGAAGCGCAAGCTAACGCA AT3G02550 qRT-PCR 

qLBD41-R ATCCCAGGACGAAGGTGATTG AT3G02550 qRT-PCR 

qPDC1-F CGATTATGGCACTAACCGGATT AT4G33070 qRT-PCR 

qPDC1-R TGTTCACCACCGCCTGATAAC AT4G33070 qRT-PCR 

qDA2-F ATGACTGGCGAGATGGAATATG AT1G78420 qRT-PCR 

qDA2-R GGGCGGGAATGTTGTCTAA AT1G78420 qRT-PCR 

qRIP2-F CTCAAACAGCAGTTGGCTAAAG AT1G78430 qRT-PCR 

qRIP2-R GAGTGTTCGGTTTCTTGGATTTC AT1G78430 qRT-PCR 

qADH1-F GCCATGAAGCTGGAGGGATT AT1G77120 qRT-PCR 

qADH1-R ACTCCCCACATTCTCCGGTA AT1G77120 qRT-PCR 

qL-LDH-F CTGGCTCGTACTATCCTCCG AT4G17260 qRT-PCR 

qL-LDH-R CAGCAACCACACCATTCCTT AT4G17260 qRT-PCR 

qTIP41L-F GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA AT4G34270 qRT-PCR referencia 

qTIP41L-R TCAACTGGATACCCTTTCGCA AT4G34270 qRT-PCR referencia 

qACT2-F TTGTTCCAGCCCTCGTTTGT AT3G18780 qRT-PCR referencia 

qACT2-R TGTCTCGTGGATTCCAGCAG AT3G18780 qRT-PCR referencia 

M13-R CAGGAAACAGCTATGACC pCR8/GW/ 

TOPO,  

pGBKT7-GW 

Secuenciación 

pCR8/GW/TOPO,  

pGBKT7-GW 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG pGADT7-GW 

pGBKT7-GW 

Secuenciación  

pGADT7-GW 

pGBKT7-GW 

35S-seq CCTTCGCAAGACCCTTCCTCTA pAlligator2 Secuenciación 

pAlligator2 

NosT-R GCAAGACCGGCAACAGGATTCAATC pAlligator2 Secuenciación 

pAlligator2, pMDC43 

attR2 CCACTTTGTACAAGAAAGCTGG attR2 Secuenciación amiARN 

y pGWB454 
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M13-F TGTAAAACGACGGCCAGT pCR8/GW/ 

TOPO 

Secuenciación 

pCR8/GW/TOPO 

attR1 GTTGTACAAAAAAGCAGGCT attR1 Secuenciación pMDC83 

3'pGADT7 GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG 

ATT 

pGADT7 Secuenciación y PCR 

5'pGADT7 CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAA 

CCC 

pGADT7 Secuenciación y PCR 

 

 

6.4.2. ELECTROFORESIS DE ADN O ARN EN GEL DE AGAROSA 

La electroforesis en gel de agarosa se utilizó para separar el ADN por 

tamaño o para comprobar la integridad del ARN. El gel se compone de un 2-3% 

(p/v) de agarosa y 10 mg/ml de bromuro de etidio en tampón Tris-Acetato-EDTA 

(TAE) 1X (40 mM Tris, 20 mM ácido acético glacial y 1 mM EDTA, pH 8,5). La 

electroforesis se corrió a 90-100V en el caso del ADN y a 80V para el ARN, y se 

visualizó el gel con un transiluminador UV ENDURO™ GDS Touch (Labotaq). 

 

6.4.3. RETROTRANSCRIPCIÓN (RT) DEL ARN 

Para obtener ADNc, se realizó retrotranscripción (RT) del ARN mensajero 

(ARNm) a partir de muestras de ARN total purificado. Se utilizó 1 µg de ARN al 

que se le añadieron 3 µM de oligo(dT)18 y 0,5 mM de una mezcla de dNTPs y agua 

miliQ tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC) hasta un volumen final de 16 

µl, y se incubó a 65°C durante 5 min. Tras enfriarse durante 5 min en hielo, se le 

añadieron a la mezcla 2 µl de tampón de reacción 10X de Nzytech, 1 µl (40 U) de 

inhibidor de ribonucleasa (Nzytech) y 1 µl (200 U) de transcriptasa reversa (RT) 

M-MuLV sin actividad ARNasa H (Nzytech), y se incubó a 50°C durante 70 min y 

luego se paró la reacción incubándola a 85°C durante 5 min. El ADNc resultante 

se almacenó a -20°C. 

 

6.4.4. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qRT-PCR) 

Los niveles de expresión de los genes de interés se cuantificaron mediante 

PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). Las reacciones se realizaron utilizando 

5 µl de NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (Nzytech), 0,2 µM de cada uno de los 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1), 2 µl de ADNc diluido 1:2 y agua miliQ 

estéril hasta un volumen final de 10 µl. Las reacciones se llevaron a cabo en placas 

de 96 pocillos MicroAmpTM Fast Optical (Applied Biosystems) en un termociclador 

Quant Studio 3 (Applied Biosystems) siguiendo el programa recomendado por la 

casa comercial (2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 s a 95°C y 1 min a 

60°C, y 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y otros 15 s a 95°C para obtener la curva de 

disociación). Los resultados fueron analizados con el QuantStudioTM Design & 

Analysis Software v1.5.2 y los niveles relativos de expresión génica se calcularon 

a partir de los valores Ct utilizando la fórmula: 2−∆∆𝐶𝑡, siendo ∆∆𝐶𝑡 =

(𝐶𝑡𝑔𝑒𝑛 − 𝐶𝑡𝑔𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎)
𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑝𝑟𝑢𝑒𝑏𝑎

− (𝐶𝑡𝑔𝑒𝑛 − 𝐶𝑡𝑔𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎)𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 . 
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6.4.5. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 

Se realizó un análisis transcriptómico mediante ARN-Sec (Secuenciación 

de ARN, BGI Tech Solutions) de plantas Col-0 y vq10-H de 12 días cultivadas in 

vitro en condiciones de normoxia o incubadas al 1% de O2 durante 4 h (hipoxia) 

Las librerías fueron preparadas con ARNm enriquecidos con oligo(dT)18 obtenidos 

a partir de ARN total con RIN>8. El ARN se fragmentó, luego se generó la primera 

cadena del ADNc mediante RT con hexámeros al azar, y la segunda cadena del 

ADNc con dUTPs en vez de dTTPs. Los ADNc sintetizados fueron sometidos a 

reparación de extremos y se adeniló el extremo 3’ para permitir la unión de los 

adaptadores. Después, la cadena marcada con dUTPs se degradó mediante 

uracil-ADN glicosilasa (UDG) y se generó la librería de ADNc a partir de 

amplificación del resto de cadenas por PCR. Tras desnaturalizar el producto de 

PCR, el ADNc de cadena simple se cicló mediante ADN ligasa y un 

oligonucleótido, se sintetizaron las nanoesferas de ADN y, finalmente, se 

secuenció con una plataforma DNBSEQTM propia de BGI. Los datos crudos se 

filtraron con el software SOAPnuke v.1.5.2 (con los parámetros -l 15 -q 0.2 -n 0.05) 

desarrollado por BGI. Los datos de lecturas ya limpios se guardaron en formato 

FASTQ y el alineamiento con el genoma de referencia se realizó con el software 

Hierarchical Indexing for Spliced Alignment of Transcripts (HISTAT) v.2.0.4, con 

los parámetros: --sensitive --no-discordant --no-mixed -I 1 -X 1000 -p 8 --rna-

strandness RF. 

 

6.4.6. SECUENCIACIÓN SANGER DE ADN 

Los plásmidos (200 ng/µl) y los productos de PCR (10 ng/µl) fueron 

secuenciados por el Servicio de Secuenciación del IBMCP utilizando 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1) con un secuenciador Abi 3130XL (Applied 

Biosystems) usando el kit de secuenciación de ciclos BigDyeTM Terminator v3.1 

(Applied Biosystems). 

 

6.4.7. DIGESTIÓN DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 

La digestión de ADN con enzimas de restricción se realizó añadiéndo al 

ADN 0,5 µl (2 U) de la enzima correspondiente (Thermo Scientific), 2 µl (1X) del 

tampón indicado para cada enzima (Thermo Scientific), y agua miliQ estéril hasta 

un volumen final de 20 µl. La mezcla se incubó a 37°C 1 h, y luego se desactivó la 

reacción incubándola a 65°C o a 80°C, según la enzima, durante 20 min. El ADN 

producto de la digestión fue analizado en gel de agarosa o guardado a -20°C. 

 

6.4.8. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS MEDIANTE TECNOLOGÍA 

GATEWAY 

Para realizar los ensayos de Y2H, se generaron las construcciones 

clonando las CDS de VQ1, VQ10, VQ24, VQ27, VQ32, WRKY18, WRKY33, WRKY40 
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y WRKY75 en los plásmidos pGADT7-GW y pGBKT7-GW (Tabla A1, Fig. A4) 

(pGADT7 y pGBKT7 modificados para clonaje Gateway), cedidos por el Dr. David 

Alabadí (IBMCP, Valencia, España). En primer lugar, se amplificaron las CDS a 

partir de ADNc mediante PCR Phusion con oligonucleótidos específicos (Tabla 1). 

Para clonar las CDS en el vector de entrada pCRTM8/GW/TOPOTM (Invitrogen) (Fig. 

A5), se les añadió una adenina (A) protuberante en el extremo 3’ incubándolas 

con polimerasa Taq 10 min a 72°C. Se purificaron los fragmentos de ADN a partir 

de gel de agarosa y se introdujeron en el vector de entrada incubando 4,2 µl del 

producto de la PCR anterior con 1 µl de solución salina y 0,8 µl del 

pCRTM8/GW/TOPOTM (Invitrogen) a temperatura ambiente durante 2 h. Con los 

plásmidos resultantes se transformó E. coli, se purificaron los ADNs plamídicos a 

partir de estas, y se digirieron con la enzima EcoRI para comprobar la presencia 

del inserto, y con MluI, XbaI o SacI para comprobar la direccionalidad del inserto 

en algunos casos. Después, los plásmidos se secuenciaron con los 

oligonucleótidos correspondientes (Tabla 1), y se clonaron las CDS correctas en 

los vectores de destino por recombinación mediante Gateway. Para ello, se 

incubaron 100 ng de los vectores de entrada y de destino con 2 µl de la enzima 

GatewayTM LR ClonaseTM II (Invitrogen) y 5 µl de tampón TE a 25°C durante al 

menos 1 h. Para parar la reacción se incubó la mezcla con 2 µl de proteinasa K a 

37°C 10 min y se utilizó para transformar E. coli y purificar los plásmidos a partir 

de estas. Para comprobar que las construcciones estaban bien, los plásmidos 

fueron digeridos con XhoI, HindIII, EcoRI, NotI, EcoRV, XbaI, PvuII o SacI, y por 

último fueron comprobados por secuenciación con oligonucleótidos específicos 

(Tabla 1). 

Las construcciones 35S:HA:VQ1 y 35S:HA:VQ10 (Tabla A1) se generaron clonando 

las CDS, previamente introducidas en el vector de entrada pCRTM8/GW/TOPOTM 

(Invitrogen) (Fig. A5), en el vector de destino pAlligator2 (Bensmihen et al., 2004) 

(Fig. A2) mediante recombinación Gateway. Se siguió un procedimiento similar al 

anteriormente descrito, pero con algunas particularidades. Dado que los dos 

vectores de entrada y de destino cuentan con el mismo gen de resistencia para 

su selección en bacteria, se tuvieron que linealizar los vectores de entrada 

mediante digestión con la enzima PvuI o XhoI antes de la recombinación 

Gateway. Para comprobar que las construcciones estaban bien, los plásmidos 

fueron digeridos con la enzima BsmBI. 

Las construcciones 35S:GFP:VQ1, 35S:GFP:VQ10, 35S:VQ1:GFP y 35S:VQ10:GFP 

(Tabla A1) se generaron subclonando las CDS previamente introducidas en el 

vector de entrada pCRTM8/GW/TOPOTM (Invitrogen) (Fig. A5), en los vectores de 

destino pMDC43 y pMDC83 (Fig. A6), respectivamente. Se siguió el 

procedimiento descrito anteriormente, pero la comprobación de las 

construcciones mediante digestión se llevó a cabo con la enzima EcoRI. Las 

construcciones 35S:VQ1:RFP y 35S:VQ10:RFP (Tabla A1) se generaron de manera 

similar pero utilizando como vector de destino el pGWB454 (Fig. A7), donado por 

el Dr. Manuel Rodríguez-Concepción (IBMCP, Valencia, España). 
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6.4.9. GENERACIÓN DE CONSTRUCCIONES amiARN 

Los plásmidos para expresar las construcciones de amiARN para VQ1, 

VQ10 o ambos (Tabla A1) se generaron introduciendo las secuencias de los sARNs 

específicos en los vectores pMDC123SB-AtMIR390a-B/c y pMDC32B-AtMIR390a-

B/c (Fig. A1), donados por el Dr. Alberto Carbonell (IBMCP, Valencia, España), tal 

y como se describe en Carbonell (2019). La comprobación de las construcciones 

por digestión se realizó con las enzimas XbaI y HindIII o PvuI y NcoI, y por 

secuenciación con el oligonucleótido attR2 (Tabla 1). 

 

7. AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

7.1. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

7.1.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA TOTAL 

Para obtener extractos de proteína total se trituró el material vegetal 

congelado con nitrógeno líquido y al polvo resultante se le añadió un tampón 

compuesto por 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, 5 mM EDTA, 

10% (v/v) de glicerol, 10 mM ditiotreitol (DTT), 1% (v/v) de un cóctel de 

inhibidores de proteasas (Sigma-Merck), y 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF). La mezcla se centrifugó a 4°C a velocidad máxima durante 15 min y se 

separó el extracto de proteínas presente en el sobrenadante. Alternativamente, el 

tampón de extracción se preparó con distintas concentraciones de DTT para 

variar las condiciones rédox. 

 

7.1.2. INMUNOPRECIPITACIÓN Y CO-INMUNOPRECIPITACIÓN DE 

PROTEÍNAS MARCADAS 

Los extractos de proteínas de hojas de N. benthamiana co-agroinfiltradas 

para expresar transitoriamente HA-VQ1 o HA-VQ10 junto con DXS1-GFP se 

utilizaron para comprobar la interacción in planta de estas proteínas mediante 

co-inmunoprecipitación (Co-IP). Las inmunoprecipitaciones se realizaron con el 

kit de bolas magnéticas anti-GFP M-270 GFP-Trap® (ChromoTek) y un separador 

magnético DynaMag™-2 (Life Technologies). 

 

7.2. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

7.2.1. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA TOTAL 

La concentración de proteína total en los extractos se determinó 

utilizando reactivo de Bradford (Bradford, 1976), midiendo la absorbancia a 595 

nm y cuantificando con una curva de calibrado de albúmina de suero bovino 
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(BSA), en un espectrofotómetro de placas Multiskan GO (Thermo Scientific), 

usando el SkanIt Software v.7.1 (Thermo Scientific). 

 

7.2.2. SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS CON SDS-PAGE 

Las proteínas extraídas se separaron por peso molecular mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida de SDS (SDS-PAGE) con geles del 10% (v/v) 

de acrilamida (7,5% (v/v) en el caso de los geles utilizados para separar DXS-GFP). 

Se calculó la cantidad de proteína (en µg) a cargar, se mezcló con tampón de 

carga Laemmli 6X (100 mM Tris-HCl pH 7,5, 4% (v/v) SDS, 0,2% (p/v) de azul de 

bromofenol, 30% (v/v) de glicerol y concentraciones variables de DTT según las 

condiciones redox deseadas) y se incubaron a 95°C durante 5 min para su 

desnaturalización antes de cargarlas en el gel. La electroforesis se llevó a cabo en 

tampón de electroforesis (250 mM Tris-HCl pH 7,5 y 1,92 M de glicina) a 100 V 

durante 90 min. 

 

7.2.3. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

Los niveles de proteínas naturalmente presentes en los extractos o 

proteínas marcadas se analizaron mediante Western Blot. Las proteínas separadas 

previamente por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en 

tampón de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina y 20% (v/v) de metanol) 

con un sistema de transferencia semi-seca PierceTM (Thermo Scientific) a 50 mA 

por gel durante 90 min o transferencia en líquido Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) para 

proteínas de mayor peso molecular a 30 V y a 4°C durante 16-24 h. La membrana 

se tiñó con Ponceau S y se digitalizó como control de carga de las muestras. Tras 

bloquear la membrana durante toda la noche a 4°C con Tween-Tris-tampón 

salino (T-TBS) (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl y 0,1% (v/v) de Tween-20) 

suplementado con un 5% (p/v) de leche desnatada en polvo, se incubó durante 

4-6 h a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente, se lavó 3 veces con 

tampón T-TBS y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario correspondiente. Tras 3 nuevos lavados con tampón T-TBS se 

detectaron las proteínas utilizando los reactivos AmershamTM ECLTM Prime (Cytiva) 

en un lector de imágenes por quimioluminiscencia ImageQuantTM 800 (Cytiva). 

Los anticuerpos utilizados fueron: el anticuerpo primario anti-GFP monoclonal 

Living ColorsTM (Takara Bio, 1:20000) con un anticuerpo secundario anti-IGg de 

ratón acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) (GE HealthCare, 1:10000), y el 

anticuerpo primario anti-RFP monoclonal (Agrisera, 1:1000) con un anticuerpo 

secundario anti-IGg de ratón acoplado a HRP (GE HealthCare, 1:10000). 

Alternativamente, para visualizar las proteínas HA-VQ1 y HA-VQ10, se utilizó el 

anticuerpo monoclonal anti-HA-HRP (Thermo Scientific, 1:1000) incubando la 

membrana durante 1h a temperatura ambiente inmediatamente después del 

bloqueo. 
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7.2.4. DETERMINACIÓN DE 3-NITROTIROSINA LIBRE EN EXTRACTOS 

DE PROTEÍNA TOTAL MEDIANTE UPLC-MS/MS 

La determinación de 3-nitroY libre fue realizado por el Servicio de 

Metabolómica del IBMCP según el método descrito por Berton et al. (2012), 

utilizando espectrometría de masas en tándem acoplado a cromatografía líquida 

de alta resolución (UPLC-MS/MS). Se midió la 3-nitroY libre en extractos de 

proteína total de plántulas de 14 días de Arabidopsis Col-0, vq10-H y VQ10ox 

previamente tratadas con NO, o sin tratar como control. 

 

8. ANÁLISIS IN SILICO Y PROGRAMAS INFORMÁTICOS 

Los plásmidos utilizados y obtenidos en los clonajes fueron analizados utilizando la 

plataforma Benchling (https://www.benchling.com/) y las secuencias de aminoácidos 

obtenidas fueron analizadas con Expasy (https://web.expasy.org/translate/). Los 

alineamientos fueron realizados con Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) o con la herramienta BLAST de NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los oligonucleótidos para qRT-PCR fueron 

diseñados usando la herramienta PrimerQuestTM de IDT (https://eu.idtdna.com/pages), y 

todos los oligonucleótidos fueron analizados con la herramienta OligoAnalyzerTM de IDT 

(https://eu.idtdna.com/pages) y la herramienta PatMatch de TAIR10 

(https://www.arabidopsis.org/index.jsp) para comprobar su especificidad. 

Las búsquedas de información sobre genes, proteínas y sus anotaciones se realizaron 

utilizando las bases de datos TAIR10 (https://www.arabidopsis.org/), Araport 

(https://www.araport.org/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). La búsqueda de 

mutantes de Arabidopsis se realizó a través de la plataforma T-DNA Express SIGnAL  

(http://signal.salk.edu/). 

Para analizar el enriquecimiento de categorías funcionales se utilizaron las herramientas 

del Gene Ontology Consortium (http://www.geneontology.org) y PANTHER 

(http://go.pantherdb.org/). La comparación de perfiles transcriptómicos disponibles 

públicamente en bases de datos se realizó con la base de datos de ARN-Sec de 

Arabidopsis (http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/). Los diagramas de Venn fueron 

realizados comparando listas de genes con Venny 2.1.0 

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html). Los oligonucleótidos para 

obtener los sARNs artificiales específicos para VQ1, VQ10 o para los dos fueron 

diseñados con la herramienta P-SAMS (http://p-sams.carringtonlab.org/). Las 

predicciones de unión al ADN se realizaron con DNABIND (https://dnabind.szialab.org/), 

los aminoácidos con probabilidad de participar en la unión proteína-ARN fueron 

analizados utilizando las plataformas DRNApred 

(http://biomine.cs.vcu.edu/servers/DRNApred/) y PPRInt 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pprint/submit.html), las posibles interacciones entre 

proteínas se decretaron mediante la base de datos Arabidopsis Interaction Viewer 

(http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-bin/arabidopsis_interactions_viewer.cgi), la 

predicción de sitios de unión proteína-proteína fue realizada mediante el algoritmo iFrag 

https://www.benchling.com/
https://web.expasy.org/translate/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://eu.idtdna.com/pages
https://eu.idtdna.com/pages
https://www.arabidopsis.org/index.jsp
https://www.arabidopsis.org/
https://www.araport.org/
https://www.uniprot.org/
http://signal.salk.edu/
http://www.geneontology.org/
http://go.pantherdb.org/
http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
http://p-sams.carringtonlab.org/
https://dnabind.szialab.org/
http://biomine.cs.vcu.edu/servers/DRNApred/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pprint/submit.html
http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-bin/arabidopsis_interactions_viewer.cgi
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(http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag), la predicción de péptidos 

diana se realizó con iPSORT (https://ipsort.hgc.jp/), y la predicción de localización 

subcelular con Plant-mSubP (http://bioinfo.usu.edu/Plant-mSubP/). Los modelos 3D de 

estructura de proteínas se obtuvieron mediante la base de datos AlphaFold 

(https://alphafold.ebi.ac.uk/). La predicción de los residuos de C involucrados en la 

formación de puentes disulfuro fue realizada con la herramienta DIPro de SCRATCH 

Protein Predictor (https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/). 

 

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los valores de niveles de expresión, longitud de raíz e hipocotilo, tamaño del meristemo 

radicular y de células elongadas, % de germinación, ΦPSII, contenido de clorofila y de 

isoprenoides son la media de los resultados de al menos tres réplicas biológicas ± el 

error estándar. La significación estadística fue analizada utilizando la prueba t de Student 

desapareada para comparar los datos de cualquier genotipo mutante con los del 

genotipo silvestre Col-0, o datos de cualquier condición con los del control sin tratar. El 

valor se consideró estadísticamente significativo a partir de un p-valor≤0,05*, y también 

se representaron los valores p<0,01** y p<0,001***. Los análisis estadísticos y la 

visualización gráfica de los datos fueron realizados con el software GraphPad Prism. 
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R E S U L T A D O S  I  
 

1. IDENTIFICACIÓN DE GENES VQ Y WRKY INDUCIBLES POR NO, 

HIPOXIA Y ESTRÉS OXIDATIVO 

El O2 y el NO tienen efectos reguladores fundamentales en la respuesta de las plantas a 

un gran número de estreses ambientales y, junto con ROS y RNS, son moléculas 

señalizadoras determinantes para el desarrollo de las plantas y en sus respuestas al estrés 

(Van Breusegem & Dat, 2006; Suzuki et al., 2012; Fancy et al., 2017; León & Costa‐Broseta, 

2020). Entre estos factores de estrés, durante la hipoxia y la posterior re-oxigenación que 

experimentan las plantas al estar sumergidas o anegadas se producen tanto NO como 

ROS y RNS que junto al O2 juegan diversos e interconectados papeles reguladores 

(Pucciariello & Perata, 2017). Las plantas normalmente crecen y se desarrollan en un 

ambiente atmosférico normóxico caracterizado por contener un 21% de oxígeno. Sin 

embargo, a veces se ven expuestas a condiciones hipóxicas y, dado que no tienen 

transportadores específicos de O2 como la hemoglobina en los animales que permitan 

el transporte entre diferentes órganos o tejidos de la planta, dependen de la difusión 

entre células o del transporte pasivo a través del tejido vascular como mecanismos de 

transporte de oxígeno (Armstrong et al., 2019). Después del periodo de hipoxia, cuando 

el agua desaparece, las plantas experimentan una rápida re-oxigenación que provoca la 

producción y el metabolismo de ROS y NO (León et al., 2021). 

La respuesta a estrés por hipoxia ocurre principalmente gracias a la señalización del O2 y 

el NO, que permite la activación de FT como los ERFVII, que al translocarse al núcleo 

inducen la transcripción de los llamados genes de respuesta a la hipoxia (LBD41, ADH, 

PDC, LDH) o de otros FT de la familia ERF, WRKY, ANAC o MYB (Bui et al., 2020; Hsu et 

al., 2013; Jethva et al., 2022; Klecker et al., 2014; Pucciariello & Perata, 2017; Schmidt & 

van Dongen, 2019; Tang et al., 2021). Las proteínas VQ y WRKY están codificadas por 

grandes familias multigénicas comúnmente asociadas con las respuestas de las plantas 

a estreses abióticos y bióticos (Jiang et al., 2018; Li et al., 2020; Liu et al., 2020; León et al., 

2021). El genoma de Arabidopsis incluye 34 y más de 70 genes que codifican proteínas 

VQ y FT WRKY, respectivamente. Además, las proteínas de estas dos familias 

interaccionan frecuentemente entre ellas (Cheng et al., 2012). 
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Figura 9. Regulación de los genes que codifican proteínas VQ y factores de transcripción WRKY en 

respuesta a estrés oxidativo desencadenado por ozono, hipoxia (Hipox), y NO. Transcritos más 

expresados (rojo) y menos expresados (azul) identificados en plantas Col-0 tratadas con ozono (Xu et al., 

2015), en respuesta a hipoxia y re-oxigenación (Lee & Bailey-Serres, 2019), y en plantas expuestas a un pulso 

de NO (Castillo et al., 2018; León et al., 2020). Los genes marcados con asteriscos se inducen por ozono, 

hipoxia y NO. 
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Se realizó un análisis in silico con distintos sets de datos transcriptómicos de plantas de 

Arabidopsis tratadas con ozono (Xu et al., 2015), con NO exógeno (Castillo et al., 2018; 

León et al., 2020) y en respuesta a hipoxia y re-oxigenación (Lee & Bailey-Serres, 2019) 

para identificar genes que estuviesen co-regulados por los tres factores. El ozono, como 

generador de estrés oxidativo, se ha utilizado para estudiar el papel de ROS en la muerte 

celular, la señalización en la respuesta a estrés y la regulación de la expresión génica 

(Vainonen & Kangasjärvi, 2015). Se identificó un grupo de cinco genes VQ (VQ1, VQ10, 

VQ24, VQ27 y VQ32) y cuatro genes WRKY (WRKY18, WRKY33, WRKY40 y WRKY75) 

diferencialmente expresados en respuesta a la hipoxia, al estrés oxidativo generado por 

ozono, o tras tratamiento con NO (Fig. 9). 

Estos datos sugieren que este grupo de proteínas VQ y WRKY podrían desempeñar una 

acción reguladora coordinada en las respuestas a hipoxia o a otros tipos de estrés. 

Además, esta acción reguladora podría depender de la interacción entre estas proteínas. 

Sin embargo, aunque ya existen muchas evidencias de la coordinación entre las proteínas 

VQ y los FT WRKY para regular las respuestas a diferentes tipos de estrés (León et al., 

2021), esta interacción siempre depende de la localización y de las características de cada 

proteína. 

La Tabla 2 muestra un resumen de algunas características moleculares de este grupo de 

proteínas VQ y WRKY seleccionadas, que se han descrito previamente o se han analizado 

en esta Tesis mediante predicciones in silico. Las 4 proteínas WRKY identificadas unen 

ADN y regulan la transcripción comportándose, por tanto, como FT (Birkenbihl et al., 

2012; Chen & Chen, 2002; Rishmawi et al., 2014; Xu et al., 2006). Sin embargo, las 

herramientas de predicción indican que ninguna de las proteínas VQ tiene la capacidad 

de unir ADN, aunque dos de ellas, VQ24 y VQ32, son capaces de actuar regulando la 

transcripción en ensayos in vitro con genes reportadores (Jing & Lin, 2015). Además, se 

ha predicho que pueden estar localizadas en el núcleo, al igual que los FT WRKY (Tabla 

2). Las otras tres proteínas VQ que no poseen actividad transcripcional tendrían una 

localización subcelular diferente al núcleo según las predicciones, pudiendo estar 

localizadas en el citoplasma, los cloroplastos y la membrana celular (Tabla 2). A su vez, 

todas las proteínas VQ y WRKY son capaces de unirse a otras proteínas y dos de ellas, 

VQ1 y VQ10, podrían unirse al ARN según predicciones in silico (Tabla 2). Estos datos 

sugieren que algunas de las proteínas VQ seleccionadas podrían regular la transcripción 

o realizar otras funciones reguladoras no relacionadas con la transcripción junto con FT 

WRKY o independientemente de ellos. 
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Tabla 2. Características de las proteínas VQ y los factores de transcripción WRKY codificadas por genes 

co-regulados por hipoxia, NO y estrés oxidativo. (a)La predicción de unión al ADN se realizó con DNABIND 

(https://dnabind.szialab.org/). (b)Los aminoácidos con probabilidad de estar involucrados en la unión 

proteína-ARN fueron analizados con DRNApred (http://biomine.cs.vcu.edu/servers/DRNApred/) y PPRInt 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pprint/submit.html). (c)La interacción positiva entre proteínas fue 

propuesta según la base de datos Arabidopsis Interaction Viewer (http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-

bin/arabidopsis_interactions_viewer.cgi). (d)Según Birkenbihl et al. (2012), Chen & Chen (2002), Jing & Lin 

(2015), Rishmawi et al. (2014) y Xu et al. (2006). (e)La predicción de péptidos señal fue realizada con iPSORT 

(https://ipsort.hgc.jp/). (f)La predicción de localización subcelular fue realizada con Plant-mSubP 

(http://bioinfo.usu.edu/Plant-mSubP/). Mit, mitocondria; Cl, cloroplasto; Cit, citoplasma; Nuc, núcleo; Mem, 

membrana. 

AGI loci Proteína Proteína-

ADN(a) 

Proteína- 

ARN(b) 

Proteína- 

Proteína(c) 

Regulación de la 

Transcripción(d) 

Péptido 

señal(e) 

Localización 

subcelular(f) 

AT1G17147 VQ1 NO SÍ SÍ NO Mit Cit/Nuc/Cl 

AT1G78410 VQ10 NO SÍ SÍ NO NO Cit/Nuc/Cl 

AT3G56880 VQ24 NO NO SÍ SÍ NO Nuc 

AT4G15120 VQ27 NO NO SÍ NO Cl Mem/Cl/Nuc 

AT5G46780 VQ32 NO NO SÍ SÍ NO Nuc 

AT4G31800 WRKY18 SÍ NO SÍ SÍ NO Nuc 

AT2G38470 WRKY33 SÍ NO SÍ SÍ Mit Nuc 

AT1G80840 WRKY40 SÍ NO SÍ SÍ NO Nuc 

AT5G13080 WRKY75 SÍ NO SÍ SÍ NO Nuc 

 

 

2. LOS GENES VQ1 Y VQ10 PARTICIPAN EN LA REGULACIÓN DEL 

DESARROLLO DE LA PLANTA Y EN LAS RESPUESTAS A ESTRÉS 

De entre los 5 genes VQ y los 4 genes WRKY cuya expresión aumenta en respuesta a NO, 

hipoxia y estrés oxidativo, se decidieron estudiar más a fondo los genes VQ1 y VQ10. 

Este par de genes codifican dos proteínas cortas, con una gran homología de secuencia 

aminoacídica (Fig. 10A) y de estructura (Fig. 10B), y forman un clado separado del resto 

en el árbol filogenético de la familia de proteínas VQ (Fig. 5). Estos datos sugieren que 

estas dos proteínas podrían ser funcionalmente redundantes. Además, los análisis 

predictivos de sus características (Tabla 2) sugieren que su modo de acción podría ser 

diferente al resto de proteínas VQ. 

 

https://dnabind.szialab.org/
http://biomine.cs.vcu.edu/servers/DRNApred/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pprint/submit.html
http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-bin/arabidopsis_interactions_viewer.cgi
http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-bin/arabidopsis_interactions_viewer.cgi
https://ipsort.hgc.jp/
http://bioinfo.usu.edu/Plant-mSubP/
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Figura 10. Secuencia de aminoácidos y modelo de estructura tridimensional de las proteínas VQ1 y 

VQ10. A. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de VQ1 y VQ10 con los aminoácidos conservados 

destacados en violeta y el motivo VQ subrayado en violeta oscuro. Las proteínas VQ1 y VQ10 están 

compuestas por 98 y 108 aminoácidos, respectivamente. B. La estructura 3D de las proteínas fue generada 

con AlphaFold, y está formada por tres hélices alfa y un bucle desordenado. 

 

Una búsqueda realizada en la base de datos de ARN-Sec de Arabidopsis 

(http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/) indicó que los genes VQ1 y VQ10 estaban 

regulados por múltiples factores de desarrollo, ambientales y nutricionales, algunos 

comunes en ambos genes y otros específicos de cada gen (Fig. 11). Los datos in silico 

indicaron que la máxima expresión de VQ1 durante el desarrollo se encontraba en raíces 

tanto de 5 días después de la germinación como de 3 y 4 semanas, y la de VQ10 en hojas 

maduras, incluso en hojas de 40 días cuando ya se ha iniciado el proceso de senescencia 

(Fig. 11). En la respuesta a estreses abióticos, tanto VQ1 como VQ10 muestran su máxima 

expresión en respuesta a estrés oxidativo provocado por tratamiento de ozono (Fig. 11). 

El estrés hídrico, la radiación ultravioleta (UV), el estrés osmótico, la herida, o la 

deficiencia de nutrientes también aumentan la expresión de VQ1 y VQ10, aunque en 

menor medida (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/


 

58 

 

 R e s u l t a d o s  I  

 

Figura 11. Factores de desarrollo y de estrés que provocan la inducción de la expresión de VQ1 y VQ10. 

Las gráficas son el resultado de una búsqueda in silico de condiciones en las que la expresión de (A) VQ1 y 

(B) VQ10 aumentase, y fueron realizadas a partir de datos públicos de la base de datos Arabidopsis ARN-

Sec (http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/). 

 

Además, se confirmó mediante un experimento de tratamiento con NO que VQ1 y VQ10 

aumentaban su expresión tras el tratamiento, alcanzando conjuntamente un pico a los 

30 min (Fig. 12A). Ambos genes también alcanzaron un pico de expresión de los 30 a los 

45 min tras la exposición a una atmósfera hipóxica conteniendo un 1% de O2 y 

precediendo a la inducción de típicos genes de respuesta a hipoxia como LBD41 y PDC1 

(Fig. 12B). 

 

 

 

http://ipf.sustech.edu.cn/pub/athrna/
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Figura 12. Evolución de la expresión de VQ1 y VQ10 en respuesta a un pulso de NO y en respuesta a 

hipoxia. A. Niveles relativos de expresión de VQ1 y VQ10 en plantas 30 y 60 minutos después de la 

aplicación de un pulso de NO de 300 ppm. Las muestras control se recogieron al mismo tiempo, pero sin 

aplicar NO. B. Niveles relativos de expresión de VQ1, VQ10 y los genes de respuesta a hipoxia LBD41 y PDC1 

en plantas tras ser expuestas a una hipoxia del 1% de O2 en oscuridad durante distintos tiempos. Todos los 

niveles de expresión fueron analizados por qRT-PCR usando oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir 

de ARN de plántulas procedentes de tres experimentos independientes. Los valores representan la media ± 

el error estándar (SE) y el valor estadístico fue calculado con t de Student comparando cada condición en 

cada tiempo con el control no tratado a tiempo 0. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3. INTERACCIÓN ENTRE PROTEÍNAS VQ Y FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN WRKY REGULADOS POR HIPOXIA, NO Y ESTRÉS 

OXIDATIVO 

El hecho de que las proteínas VQ1 y VQ10 tuviesen características diferentes del resto de 

proteínas VQ (Tabla 2) (Jing & Lin, 2015), junto con la gran homología y conservación de 

su secuencia aminoacídica y su estructura 3D (Fig. 10) nos llevó a pensar que el modo de 

acción de VQ1 y VQ10 podría estar basado en su interacción con otras proteínas. Para 

comprobarlo, en primer lugar, se realizó un ensayo de doble híbrido de levadura (Y2H) 

utilizando VQ1 y VQ10 como cebo, junto con el conjunto de proteínas VQ y FT WRKY 

identificados previamente como inducibles por hipoxia, NO y ozono (Fig. 9). De este 

modo se confirmó que VQ1 y VQ10 eran capaces de interaccionar entre ellas y consigo 

mismas, y también con las proteínas VQ24, VQ27 y VQ32 y con los FT WRKY18, WRKY33, 

WRKY40 y WRKY75 (Figura 13). Las interacciones de VQ1 y VQ10 con WRKY33 solo se 

detectaron al usar WRKY33 como cebo y las proteínas VQ como presa, al igual que la 

interacción de VQ10 con VQ27 solo se detectó al usar VQ27 como cebo y VQ10 como 

presa (Fig. 13B). También se observó que usando VQ24 y WRKY40 como cebo eran 

capaces de auto-activar la transcripción (Fig. 13B). Cabe destacar que las interacciones 

de VQ1 y VQ10 con WRKY18 y WRKY40 presentaron una afinidad más baja que el resto 

(Fig. 13). Estos datos sugieren que VQ1 y VQ10 podrían ser capaces de formar homo y 

heterodímeros entre ellas y con otras proteínas VQ, además de interaccionar con FT 

WRKY, probablemente modulando su actividad transcripcional a través de la formación 

de heterodímeros o de complejos de orden superior. 
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Figura 13. Ensayo de doble híbrido de levadura (Y2H) de interacciones de proteínas de VQ1 y VQ10 

con otras proteínas VQ y WRKY inducibles por hipoxia, NO y estrés oxidativo. Los ensayos fueron 

realizados (A) utilizando clones con VQ1 y VQ10 fusionados al dominio de unión al ADN de la galactosidasa 

4 (GAL4) (BD) y las otras proteínas para comprobar su interacción fusionadas al dominio de activación, o (B) 

fusionando VQ1 y VQ10 al AD y el resto de las proteínas al BD. Los controles de auto-activación fueron 

realizados usando los plásmidos vacíos (Ø) conteniendo el BD o el AD. 

 

4. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS INTERACTORAS DE VQ1 

Para comprobar si la capacidad de interacción proteína-proteína de VQ1 y VQ10 era 

específica para con otras proteínas VQ y los FT WRKY o no, y también para tratar de 

averiguar su función, se realizó un rastreo de Y2H utilizando una genoteca normalizada 

de Arabidopsis Mate&Plate y VQ1 como proteína cebo. El rastreo permitió identificar 

504 clones positivos que tras secuenciarlos se correspondieron con 289 proteínas presa 
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diferentes que podrían interaccionar con VQ1. Se realizó un análisis de términos GO 

(Gene Ontology) de las proteínas y entre ellas se encontraron proteínas con 

localizaciones subcelulares muy diferentes: 47 proteínas cloroplásticas, 34 nucleares, 31 

citoplásmicas, 28 mitocondriales y 23 proteínas asociadas a endomembrana (Fig. 14A, 

Tabla Supl. 1). En el análisis se encontró un gran enriquecimiento de procesos biológicos 

relacionados con metabolismo, en concreto con el metabolismo del carbono, el 

nitrógeno y el azufre incluyendo azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos, y también 

relacionados con procesos celulares como la fotosíntesis, ensamblaje de proteínas y de 

componentes celulares (Fig. 14B, Tabla A3). 

 

 

Figura 14. Análisis de términos GO de las proteínas interactoras de VQ1 identificadas en el rastreo de 

Y2H con una genoteca de Arabidopsis Mate&Plate. A. Análisis de términos GO de componentes celulares. 

B. Análisis de términos GO de procesos celulares. Los análisis fueron realizados con PANTHER 

(http://go.pantherdb.org/). 

http://go.pantherdb.org/
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Con el objetivo de validar los resultados del rastreo, se volvieron a analizar por Y2H 

algunas interacciones usando como presa proteínas con diferentes localizaciones 

subcelulares seleccionadas al azar y VQ1 y VQ10 como cebo. El resultado fue que todas 

las interacciones testadas fueron confirmadas, excepto para UBC19 que presentaba auto-

activación de la transcripción (Fig. 15). No solo eso, además todas estas interacciones 

confirmadas para VQ1 también fueron detectadas para VQ10 (Fig. 15), sugiriendo que 

ambas proteínas podrían ser también homólogas en términos de interacción proteína-

proteína. 

 

 

Figura 15. Ensayos de Y2H para comprobar la interacción de VQ1 y VQ10 con proteínas interactoras 

de VQ1 identificadas en la genoteca de Y2H, seleccionadas al azar. Todas las interacciones confirmadas 

para VQ1 fueron también identificadas para VQ10. Los controles de auto-activación fueron realizados 

usando los plásmidos vacíos (Ø) conteniendo el BD. NDHL, NADH dehydrogenase like complex L; ACT12, 

actina 12; BBX24, B-box zinc finger protein 24; SS1, Starch synthase 1; UBC19, Ubiquitin-conjugating enzyme 

E2 19; BRI1, Brassinosteroid insensitive 1; eiF3, Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J. 

 

5. LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE LAS PROTEÍNAS VQ1 Y VQ10 

Los predictores de localización subcelular ya sugirieron que VQ1 y VQ10 están 

localizadas en el citoplasma, el núcleo y los cloroplastos (Tabla 2). Sin embargo, debido 

a la identificación de tantos posibles interactores de VQ1 con diferentes localizaciones 

subcelulares y a que nunca se había comprobado experimentalmente cual era realmente 

la localización subcelular de VQ1 y VQ10, se concluyó que era necesario verificarla. Para 

ello, se transformaron transitoriamente plantas de N. benthamiana con construcciones 

que expresan versiones de VQ1 y VQ10 fusionadas a las proteínas fluorescentes GFP o 

RFP en sus extremos N- y C-terminal (Tabla A1), para localizarlas mediante microscopía 

confocal. Todas las versiones de las proteínas de fusión fueron identificadas por Western 

Blot (Fig. 16A) y se vio por microscopía confocal que su localización subcelular era el 

núcleo y el citoplasma (Fig. 16B). A pesar de que se analizaron las proteínas VQ1 y VQ10 



 

64 

 

 R e s u l t a d o s  I  

fusionando la GFP no solo en N-terminal sino también en C-terminal para no truncar un 

posible péptido señal, potencialmente localizado en el extremo N-terminal, nunca se 

detectó localización cloroplástica. 

 

 

Figura 16. Localización subcelular de las proteínas VQ1 y VQ10 con la GFP fusionada en N- o C-

terminal. A. Análisis Western Blot usando un anticuerpo monoclonal anti-GFP (α-GFP) sobre extractos de 

proteína total obtenidos de hojas de plantas de N. benthamiana. A la derecha se muestra la posición de las 

proteínas VQ1 y VQ10 con la GFP fusionada están marcadas por un triángulo negro y la GFP libre con un 

triángulo blanco. A la izquierda se muestra la posición de los marcadores de peso molecular en kDa. La 

rubisco se representa debajo en la misma membrana teñida con Ponceau S. B. Imágenes de microscopio 

confocal de hojas de N. benthamiana transformadas transitoriamente con plásmidos que expresan las 

proteínas VQ1 y VQ10 fusionadas a GFP en N- y C-terminal (verde). También se representa la 

autofluorescencia de la clorofila (rojo) y la superposición de los dos canales (Superpuesta). La escala (barra 

blanca en la parte inferior derecha de las imágenes) representa 100 µm. 
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Haciendo uso del algoritmo iFrag, se predijo que la interacción VQ1-VQ10 previamente 

detectada por Y2H (Fig. 13A) también podría ocurrir in planta por medio del motivo VQ 

y sus aminoácidos flanqueantes (Fig. 17A). Esta interacción in planta se confirmó en 

citoplasma y núcleo co-infiltrando las versiones de VQ1 y VQ10 fusionadas a distintas 

proteínas fluorescentes en N. benthamiana, previamente identificadas por Western Blot 

(Fig. 16A; Fig. 17B, C). 

 

 

Figura 17. Co-localización de las proteínas VQ1 y VQ10. A. Predicción del sitio de unión proteína-proteína 

de VQ1 con VQ10 realizada con iFrag (http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag). B. Análisis 

Western Blot usando un anticuerpo monoclonal anti-RFP (α-RFP) sobre extractos de proteína total de hojas 

de plantas de N. benthamiana transformadas transitoriamente con plásmidos que expresan las proteínas 

VQ1 y VQ10 fusionadas a RFP en C-terminal. A la izquierda se muestra la posición de los marcadores de peso 

molecular en kDa. La rubisco se representa debajo en la misma membrana teñida con Ponceau S. C. 

Imágenes de microscopio confoncal de hojas de las mismas plantas, mostrando VQ1-RFP en rojo, VQ10-GFP 

en verde, la auto-fluorescencia de la clorofila en azul, y la superposición de los canales (Superpuesta). La 

escala (barra blanca en la parte inferior derecha de las imágenes) representa 30 µm. 

http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag
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6. VQ1 Y VQ10 INTERACCIONAN CON PROTEÍNAS CLOROPLÁSTICAS 

Los resultados del rastreo de Y2H permitió identificar un alto número de proteínas con 

localización cloroplástica que interaccionan con VQ1 y potencialmente también con 

VQ10 (Fig. 14, 15).  De entre las 47 proteínas cloroplásticas identificadas en el rastreo, 28 

eran enzimas, 14 eran proteínas esenciales para el ensamblaje, mantenimiento y 

protección de los fotosistemas I y II, y 4 eran transportadores de metabolitos o proteínas 

al cloroplasto (Tabla 3). Este hallazgo sugería que VQ1 y seguramente también VQ10 

podrían ser importantes en la regulación de la función de los cloroplastos. 

Para esclarecer esta hipótesis, se seleccionó una de las proteínas interactoras de VQ1 con 

localización cloroplástica de las obtenidas en el rastreo de Y2H para comprobar que la 

interacción también ocurría in planta: la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). DXS 

es una enzima clave en el metabolismo de los cloroplastos y participa en la biosíntesis 

de moléculas tan importantes como terpenos, isoprenoides, clorofilas, carotenoides y 

hormonas (Estévez et al., 2001; Rodriguez-Concepcion, 2016). La predicción de 

interacciones proteína-proteína utilizando iFrag entre DXS y VQ1 o VQ10 señaló que 

ambas proteínas VQ podrían interaccionar a través de su respectivo dominio VQ y sus 

aminoácidos flanqueantes con tres dominios diferentes de la proteína DXS (Figura 18A). 

Se comprobó la interacción in planta de DXS con VQ1 y VQ10 mediante Co-IP en hojas 

de N. benthamiana co-infiltradas con construcciones que expresan VQ1 o VQ10 

etiquetadas con hemaglutinina (HA) en el extremo N-terminal (HA-VQ1 y HA-VQ10), y 

con DXS-GFP (Tabla A1). Utilizando anticuerpos anti-GFP se precipitó la proteína DXS-

GFP junto con las proteínas HA-VQ1 y HA-VQ10, confirmando así las interacciones in 

planta (Fig. 18B). Tanto en el input como al precipitar la proteína, se observaron dos 

formas de DXS-GFP: formas oligoméricas de alto peso molecular que superan los 250 

kDa, y formas de 105 kDa que se corresponden con el tamaño del monómero DXS-GFP 

(Fig. 18B). 
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Tabla 3. Proteínas interactoras de VQ1 con localización cloroplástica. 

AGI loci Símbolo Anotación 

AT1G70760 NDHL CRR23_NdhL__inorganic carbon transport protein-related 

AT3G04790 RPI3 Ribose 5-phosphate isomerase, type A protein 

AT5G66055 AKRP AKRP_ ankyrin repeat protein 

AT2G32640 F4ITT3;Q0WVA1 LCYB Lycopene beta/epsilon cyclase protein 

AT5G24300 SSY1 ATSS1_ Starch synthase 1, chloroplastic/amyloplastic 

ATCG00490 RBL RBCL__ribulose-bisphosphate carboxylases 

AT5G53330 Q8LG11 Ubiquitin-associated/translation elongation factor EF1B protein 

AT1G79530 G3PP1 GAPCP-1__glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of plastid 1 

AT3G23640 Q93Y12/F4J460 HGL1__heteroglycan glucosidase 1/protein kinase-related 

AT3G06200 GMK3 Guanylate kinase 3, chloroplastic 

AT3G13390 Q9LJF2 L-ascorbate oxidase pectinesterase-like protein pollen-specific protein-like 

AT5G52320 Q9FHC8 CYP96A4__cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide 4 

AT1G64510 RR6 PRPS6__Translation elongation factor EF1B/ribosomal protein S6 family protein 

AT4G24460 CLT2 CLT2/CRT (chloroquine-resistance transporter)-like transporter 2 

AT3G59870 Q9M1Y7 Uncharacterized protein 

AT1G30510 FNRR2 ATRFNR2_ Ferredoxin--NADP reductase, root isozyme 2, chloroplastic 

AT5G14260 Q8VZB5 Rubisco methyltransferase family protein 

AT3G54050 F16P1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1, chloroplastic/HCEF1__high cyclic electron flow 1 

AT5G19620 OEP80 ATOEP80_TOC75-V__outer envelope protein of 80 kDa 

AT5G04590 Q9LZ66;SIR SIR__sulfite reductase 

AT3G54210 RK17 PRPL17__Ribosomal protein L17 family protein 

AT5G16390 BCCP1;F4KE21 BCCP_CAC1A__chloroplastic acetylcoenzyme A carboxylase 1 

AT5G65840 Q8L5Y8 Thioredoxin superfamily protein 

AT2G36250 FTZ21 ATFTSZ2-1_Tubulin/FtsZ family protein 

AT3G32930 Q9LHC4 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase 

AT2G33590 O22809 AtCRL1_NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein 

AT3G26900 SKL1 ATSKL1_shikimate kinase like 1 

AT5G50100 Y5010 DCC1__Putative thiol-disulphide oxidoreductase DCC 

AT2G34860 PSA2 PHOTOSYSTEM I ASSEMBLY 2, chloroplastic 

AT1G74070 CP26B Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein 

AT1G56500 SOQ1 SUPPRESSOR OF QUENCHING 1, chloroplastic 

AT4G17560 RK191 50S Ribosomal protein L19-1 

AT1G19800 TGD1 ABCI14_TGD1__trigalactosyldiacylglycerol 1 

AT5G12040 NILP3 Omega-amidase, chloroplastic_Nitrilase/cyanide hydratase/N-acyltransferase  

AT4G15560 DXS AtCLA1_DEF_DXPS2_DXS_DXS1__Deoxyxylulose-5-phosphate synthase 

AT1G74880 NDHO NDH-O_NdhO__NAD(P)H:plastoquinone dehydrogenase complex subunit O 

AT3G01480 CYP38 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase_ATCYP38_ cyclophilin 38, chloroplastic 

AT4G32770 TOCC;VTE1 VTE1/SDX1_tocopherol cyclase/ vitamin E deficient 1/ sucrose export defective 1 

AT4G32520 GLYP3 AtSHMT3_serine hydroxymethyltransferase 3 

AT1G34000 OHP2 Light-harvesting complex-like protein OHP2, chloroplastic/one-helix protein 2 

AT2G26340 F4IUI9;F4IUJ0 Uncharacterized protein 

AT2G30170 P2C26 PBCP_Protein phosphatase 2C protein 26 

AT1G75460 Q9FWT4 ATP-dependent protease La (LON) domain protein 

AT4G31990 B9DG21;F4JTH0 AAT3_ASP5_ATAAT1__aspartate aminotransferase 5 

AT1G76450 PPD3 Photosystem II reaction center PsbP domain-containing protein 3, chloroplastic_  

AT5G07020 MPH1 Maintenance of PSII under high light 1 MPH1 proline-rich family protein 

AT1G13270 F4HQQ8;MAP1B MAP1B_methionine aminopeptidase 1B chloroplastic 
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Figura 18. Co-inmunoprecipitación de las proteínas HA-VQ1 y HA-VQ10 con GFP-DXS. A. Predicción in 

silico de la interacción entre DXS y VQ1 o VQ10 realizada con el algoritmo iFrag 

(http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag). B. Se usaron hojas de plantas de N. benthamiana 

agroinfiltradas con las construcciones indicadas para extraer proteína total (input) y para inmunoprecipitar 

(IP) las proteínas con bolas magnéticas cubiertas con anticuerpo αGFP. Se detectaron el monómero de DXS 

de 105 kDa y formas oligoméricas de alto peso molecular de más de 250 kDa. Las proteínas fueron 

detectadas mediante Western Blot con los anticuerpos indicados. A la izquierda se muestra la posición de 

los marcadores de peso molecular en kDa. La rubisco se representa debajo en la misma membrana teñida 

con Ponceau S. 

 

7. VQ1 Y VQ10 PARTICIPAN EN LA REGULACIÓN REDOX DE LA 

OLIGOMERIZACIÓN DE DXS 

En un estudio reciente realizado por Di et al. (2023) se ha descrito que la función de DXS 

está controlada por un mecanismo de dimerización/monomerización que está a su vez 

controlado con procesos de agregación de proteínas que dependen de la disponibilidad 

de algunos sustratos de la ruta del metileritritol 4-fosfato (MEP). Para analizar si las 

interacciones VQ-DXS alteraban de alguna manera la localización subcelular o el estado 

de agregación de DXS-GFP, se realizó un análisis de microscopía confocal mediante co-

infiltración de DXS-GFP sin o con HA-VQ1 o HA-VQ10. La interacción de DXS con las 

proteínas VQ a simple vista no dio como resultado un patrón de fluorescencia claramente 

alterado de DXS-GFP (Fig. 19). 

http://sbi.imim.es/web/index.php/research/servers/iFrag
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Figura 19. Las proteínas VQ1 y VQ10 no alteran la agregación o el estado de oligomerización de DXS 

en los cloroplastos. Imágenes de microscopio confocal de cloroplastos de hojas de N. benthamiana 

transformadas transitoriamente con plásmidos que expresan las construcciones indicadas. La escala (barra 

blanca en la parte inferior derecha de cada imagen) representa 3 µm. 

 

La oligomerización de DXS que se descubrió al precipitar la proteína (Fig. 18B) podría ser 

resultado del control redox de los grupos tiol de las cisteínas. La proteína DXS contiene 

12 residuos de cisteína (C). Se realizó un análisis predictivo in silico del estado redox de 

las cisteínas de DXS que propuso a las cisteínas 23 y 42 como susceptibles de formar 

puentes disulfuro (Fig. 20A). Además, observando la estructura 3D de DXS, los residuos 

C23 y C42 estaban ubicados en un bucle desordenado en la parte externa de la proteína 

a una distancia el uno del otro que hacen difícil la formación de puentes disulfuro 

intramoleculares (Fig. 20B). Por lo tanto, es probable que estos residuos C estén 

involucrados en la formación de puentes disulfuro intermoleculares que podrían ocurrir 

con proteínas diferentes o también con otras moléculas de DXS, desencadenando así el 

proceso de oligomerización. La formación de este tipo de puentes disulfuro en otras 

proteínas sometidas a control redox está catalizada por peroxiredoxinas (Dietz, 2011; 

Perkins et al., 2015). Aunque esta formación de puentes disulfuro suele depender de las 

2-Cis peroxiredoxinas, que contienen dos residuos C (peroxidática y resolutiva) que 

participan en el proceso (Liebthal et al., 2020; Muthuramalingam et al., 2009), éste 

también puede darse por medio de 1-Cis peroxiredoxinas (Lee et al., 2000; Stacy et al., 

1996). Hasta la fecha, PER1 (1-Cis peroxirredoxina 1) es la única 1-Cis peroxiredoxina que 

se ha identificado en Arabidopsis (Haslekås et al., 1998). Ambas proteínas VQ1 y VQ10 

contienen un solo residuo C, el C63 y el C58, respectivamente, y los dos tienen potencial 

para formar puentes disulfuro y también se encuentran ubicadas en un bucle 

desordenado al observar la estructura 3D de las proteínas (Fig. 20A, B). Teniendo en 

cuenta esta información, se propuso la hipótesis de que VQ1 y VQ10 pudieran funcionar 

como nuevas 1-Cis peroxiredoxinas no identificadas previamente, actuando sobre DXS 

controlando su oligomerización y agregación mediante un mecanismo de tipo redox. 
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Figura 20. Regulación redox del estado de oligomerización de DXS por parte de las proteínas VQ1 y 

VQ10. A. Predicción de los residuos de cisteína (Cys, C) involucrados en la formación de puentes disulfuro 

realizada con la herramienta DIPro de SCRATCH Protein Predictor (https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/). 

B. Modelos 3D de la estructura de las proteínas DXS, VQ1 y VQ10 realizados con AlphaFold, mostrando la 

posición de los residuos de C que podrían formar puentes disulfuro, C23 y C42 en DXS, y C63 y C58 en VQ1 

y VQ10, respectivamente. C. Extractos de proteína total de hojas de N. benthamiana transformadas 

transitoriamente con las construcciones indicadas que fueron suplementados con las concentraciones de 

DTT indicadas y analizadas por Western Blot con un anticuerpo monoclonal anti-GFP (α-GFP). A la izquierda 

se muestra la posición de los marcadores de peso molecular en kDa. La rubisco se representa debajo en la 

misma membrana teñida con Ponceau S. 

 

Para estudiar esta hipótesis, se comprobó si sucedían cambios en la proporción 

oligómero/monómero de DXS al co-expresarla junto con VQ1 o VQ10 y alterando a la 

vez el entorno redox de las proteínas. El estado redox del medio fue alterado añadiendo 

concentraciones crecientes del agente reductor DTT, que ayuda a romper puentes 

disulfuro favoreciendo que las proteínas estén en un ambiente reductor. Se observó, 

como era de esperar, que al aumentar la concentración de DTT también aumentó la 

cantidad de monómero DXS tanto expresando la proteína DXS sola como co-

https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
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expresándola con VQ1 y con VQ10 (Fig. 20C). No obstante, este aumento en la forma 

monomérica de DXS fue ligeramente mayor al co-expresarla con VQ1 y mucho mayor al 

co-expresarla con VQ10 (Fig. 20C). Los resultados de este ensayo sugieren que VQ1 y 

VQ10 sí que podrían estar ejerciendo un control redox sobre otras proteínas como en 

este caso DXS, favoreciendo o no la formación de oligómeros dependiendo del estado 

redox en que se encuentren. Aunque estos resultados resultan prometedores, se debe 

continuar investigando esta hipótesis más a fondo para determinar de qué manera las 

proteínas VQ1 y VQ10 podrían regular el estado redox de DXS u otras proteínas 

susceptibles de regulación redox y también cuál sería la función de la alteración de estas 

proteínas diana. 
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Gran parte de los resultados presentados en este apartado están incluidos en el artículo: 

“Gayubas, B., Castillo, M., Ramos, S., & León, J. (2023). Enhanced meristem development, 

tolerance to oxidative stress and hyposensitivity to nitric oxide in the hypermorphic vq10-

H mutant in AtVQ10 gene. Plant, Cell & Environment. 

https://doi.org/10.1111/pce.14685”. Este artículo de investigación ha sido publicado en 

Plant, Cell & Environment el 31 de julio de 2023. Todos los resultados y figuras que 

aparecen a continuación provienen del trabajo de la doctoranda en colaboración con los 

otros autores. 

 

 

1. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MUTANTES VQ10 Y 

WRKY33 

Se examinaron los bancos de semillas mutantes de Arabidopsis con el fin de identificar y 

obtener mutantes de pérdida de función para VQ1 y VQ10. Sin embargo, los mutantes 

SALK_050884C y SAIL_23_A10C1 para VQ1 (AT1G17147) y VQ10 (AT1G78410), 

respectivamente, que estaban anotados en la web T-DNA Express SIGnAL 

(http://signal.salk.edu/) como inserciones de ADN de transferencia (T-DNA) en el exón, 

en realidad se comprobó que estaban insertados en la región 3’-UTR (Fig. 21A-C). Para 

el mutante de VQ10 (SAIL_23_A10C1), se confirmó que la inserción estaba localizada en 

la región 3’-UTR mediante PCR con ADN genómico de plantas silvestres Col-0 y mutantes 

utilizando oligonucleótidos específicos de la secuencia codificante y la región 3’-UTR de 

VQ10 (Fig. 21B, C). Estas inserciones de T-DNA no dieron como resultado la reducción 

de los transcritos de VQ1 y VQ10, sino que, para el mutante de VQ1 se mantuvieron 

similares a los de Col-0 y para el mutante de VQ10 se produjo un aumento en los niveles 

de expresión del gen en comparación con los obtenidos en plantas Col-0 (Fig. 21D). El 

aumento en los niveles de transcrito VQ10 se produjo tanto en plantas mutantes 

homocigotas como heterocigotas (Fig. 21D), por tanto, este alelo mutante se 

corresponde con un mutante hipermórfico y se le denominó vq10-H. 

 

https://doi.org/10.1111/pce.14685
http://signal.salk.edu/
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Figura 21. Caracterización molecular del mutante vq1 y del mutante hipermórfico vq10-H. A. 

Anotación de las inserciones de T-DNA SALK_050884 (izquierda) y SAIL_23_A10C1 (derecha) en la web T-

DNA Express SIGnAL (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). B. Anotación real de las inserciones 

SALK_050884 (izquierda) y SAIL_23_A10C1 (derecha), ambas localizadas en el extremo 3’-UTR del gen, y no 

en el exón. C. Genotipado por PCR de las inserciones de T-DNA indicadas usando oligonucleótidos 

específicos (Tabla 1). Se muestra el ADN teñido con bromuro de etidio en los geles de agarosa para cada 

genotipo y combinaciones de oligonucleótidos. A la izquierda se muestra el marcador de pesos moleculares 

en pares de bases. D. Niveles relativos de expresión de VQ1 y VQ10 analizados por qRT-PCR con 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir de ARN procedente de plántulas (panel izquierdo) y plantas 

(panel derecho) de los genotipos indicados de tres experimentos independientes. Los valores representan la 

media ± el error estándar (SE), y el valor estadístico fue calculando con t de Student comparando cada 

genotipo mutante con el control silvestre Col-0. *p<0.05. 

 

El hecho de que las proteínas VQ y WRKY estén funcionalmente conectadas, y puesto 

que se había descrito que WRKY33 es capaz de interaccionar con VQ10 (Cheng et al., 

2012), se seleccionó también un mutante de pérdida de función para WRKY33 

(GK_324G011) y se confirmó que en este mutante había una notable disminución de los 

niveles de transcrito WRKY33 en comparación con Col-0 (Fig. 22). No se observó ningún 

fenotipo de desarrollo obvio en las plantas heterocigotas u homocigotas mutantes. 

 

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
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Figura 22. Reducción de la expresión del gen WRKY33 en el mutante wrky33 (GK_324G011). Los niveles 

de expresión de WRKY33 fueron analizados por qRT-PCR con oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir 

de ARN procedente de plántulas de los genotipos indicados de tres experimentos independientes. Los 

valores representan la media ± el error estándar (SE), y el valor estadístico fue calculando con t de Student 

comparando el genotipo mutante con el control silvestre Col-0. ***p<0.001. 

 

2. GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN PLANTAS vq10-H EN 

NORMOXIA Y EN HIPOXIA 

Tal y como se ha descrito anteriormente, VQ10, junto con VQ1, experimenta una 

inducción temprana en respuesta a hipoxia (Fig. 12B). Por lo tanto, se decidió estudiar 

más a fondo el efecto de la mutación hipermórfica vq10-H en el transcriptoma de 

Arabidopsis mediante un análisis transcriptómico con plantas Col-0 y vq10-H cultivadas 

bien en normoxia o en normoxia y después sometidas a un tratamiento de hipoxia del 

1% de O2 durante 4 horas, cuando ya se ha inducido la expresión de VQ10 (Fig. 12). 
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Tabla 4. Genes diferencialmente expresados en plantas vq10-H en comparación con plantas Col-0 en 

normoxia. 

Gen ID 

log2 

(N_vq10-H/ 

N_Col-0) 

Qvalor 

(N_vq10-H/ 

N_Col-0) 

AGI loci Símbolo Anotación 

838053 20,76613368 1,93E-04 AT1G14880 PCR1 Plant cadmium resistance 1 mRNA binding 

820580 18,98297671 0,001731463 AT3G13710 PRA1F4 PRA1 family protein F4 

832491 3,18145054 5,89E-22 AT5G24240 PI4KG3 Phosphatidylinositol 4-kinase  

gamma 3 

844177 2,57997084 1,81E-05 AT1G78410 VQ10 VQ motif-containing protein 10 

833584 1,06386330 0,025503809 AT5G35940 JAL41 Jacalin-related lectin 41 

824787 0,97190745 1,56E-10 AT3G56210 AT3G56210 ARM repeat superfamily protein 

837385 0,94576733 0,00215803 AT1G08630 THA1 Probable low-specificity L-threonine aldolase 1 

814893 0,91153060 3,58E-12 AT2G03640 AT2G03640 Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein 

with RNA binding (RRM-RBD-RNP motifs)  

domain-containing protein 

825789 0,83597885 7,12E-04 AT4G04570 CRK40 Cysteine-rich receptor-like protein kinase 40 

837543 0,74039743 5,34E-04 AT1G10070 BCAT2 Branched-chain-amino-acid aminotransferase 2, 

chloroplastic 

839953 0,55391453 0,028722471 AT1G30730 AT1G30730 Berberine bridge enzyme-like 11 

824247 -0,75256829 6,78E-10 AT3G50830 COR413PM2 Cold-regulated 413 plasma membrane protein 2 

830433 -1,02564465 0,003607343 AT5G05500 AT5G05500 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 

828707 -1,06840368 0,003945081 AT4G26010 PER44 Peroxidase 44 

829795 -1,08378124 6,85E-05 AT4G36430 PER49 Peroxidase 49 

822298 -1,08960034 0,006485982 AT3G26830 CYP71B15 Bifunctional dihydrocamalexate synthase/camalexin 

synthase 

816328 -1,09788076 0,011702354 AT2G18150 PER15 Peroxidase 15 

830378 -1,09798462 0,02263454 AT5G04960 PME46 Probable pectinesterase/pectinesterase inhibitor 46 

821191 -1,58733542 0,009483399 AT3G02410 ICMEL2 Isoprenylcysteine methylesterase-like 2 

828367 -2,02380048 2,60E-09 AT4G22710 CYP706A2 Cytochrome P450 - like protein 

842720 -2,03090349 0,009054174 AT1G64160 DIR5 Dirigent protein 5 

841784 -2,23419992 4,69E-24 AT1G53490 HEI10 Homologue of Human Enhancer of cell Invasion 10 

822807 -3,54278892 3,23E-29 AT3G30720 QQS Qua-quine starch 

844179 -4,40638518 3,58E-12 AT1G78430 ICR4/RIP4 Interactor of constitutive active ROPs 4 

844181 -4,60077117 1,80E-04 AT1G78450 AT1G78450 Uncharacterized protein 

841783 -5,54931626 3,80E-69 AT1G53480 MRD1 Mto 1 responding down 1 
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Tabla 5. Genes diferencialmente expresados en plantas vq10-H en comparación con plantas Col-0 en 

hipoxia. 

Gen ID 

log2 

(H_vq10-H/ 

H_Col-0) 

Qvalor 

(H_vq10-H/ 

H_Col-0) 

AGI loci Símbolo Anotación 

28721171 7,079812613 1,73E-04 AT5G17522 AT5G17522 Phosphoglucosamine mutase family protein 

832491 2,946139166 1,06E-06 AT5G24240 PI4KG3 Phosphatidylinositol 4-kinase gamma 3 

844177 2,608878402 0,040576348 AT1G78410 VQ10 VQ motif-containing protein 10 

841143 1,990209844 0,044361776 AT1G47395 AT1G47395 Uncharacterized protein 

825789 1,789238638 5,86E-06 AT4G04570 CRK40 Cysteine-rich receptor-like protein kinase 40 

833584 1,395578323 1,39E-04 AT5G35940 JAL41 Jacalin-related lectin 41 

838211 1,386767786 5,67E-06 AT1G16410 CYP79F1 Cytochrome p450 79f1 

842897 1,33059402 2,40E-04 AT1G65860 FMOGS-OX1 Flavin-containing monooxygenase 

FMO GS-OX1 

824787 1,241749284 2,15E-15 AT3G56210 AT3G56210 ARM repeat superfamily protein 

6241166 1,118719896 0,006955817 AT1G24800 AT1G24800 F-box family protein 

6241166 1,118719896 0,006955817 AT1G24881 AT1G24881 F-box family protein 

6241166 1,118719896 0,006955817 AT1G25055 AT1G25055 F-box family protein 

6241166 1,118719896 0,006955817 AT1G25150 AT1G25150 F-box family protein 

6241166 1,118719896 0,006955817 AT1G25211 AT1G25211 F-box family protein 

827936 1,010923172 0,048858445 AT4G00970 CRK41 Cysteine-rich receptor-like protein kinase 41 

822167 0,982167204 0,040576348 AT3G25760 AOC1 Allene oxide cyclase 1 

820901 0,975593159 2,25E-05 AT3G16530 AT3G16530 Legume lectin family protein 

821508 0,828590691 0,03811801 AT3G19710 BCAT4 Branched-chain aminotransferase4 

824625 0,72698753 0,040576348 AT3G54600 DJ1F DJ-1 protein homolog F 

827011 0,688209597 7,86E-04 AT4G13770 CYP83A1 Cytochrome P450 83A1 

824247 -0,812677938 9,31E-05 AT3G50830 COR413PM2 Cold-regulated 413-plasma membrane 2 

821017 -1,669837325 6,88E-04 AT3G17520 AT3G17520 Late embryogenesis abundant protein (LEA)  

family protein 

839408 -2,553669157 0,024218691 AT1G03790 SOM Zinc finger CCCH domain-containing protein 

2 

822807 -3,506653821 5,04E-23 AT3G30720 QQS Qua-quine starch 

844185 -3,561238151 1,69E-05 AT1G78490 CYP708A3 Cytochrome P450, family 708, subfamily A,  

polypeptide 3 

844179 -3,593109435 5,86E-06 AT1G78430 ICR4/RIP4 Interactor of constitutive active ROPs 4 

841783 -6,820621928 4,72E-39 AT1G53480 MRD1 Mto 1 responding down 1 

820580 -6,936168591 2,20E-04 AT3G13710 PRA1F4 PRA1 family protein F4 

 

En general, el efecto de la hipoxia en la expresión diferencial de los genes fue mucho 

mayor que el efecto de las mutaciones (Fig. 23A, B). El número de genes diferencialmente 

expresados (DEGs) que se identificaron comparando las plantas vq10-H con las plantas 

silvestres fue de solo 26 genes en normoxia y 24 en hipoxia (Tablas 4 y 5). Sin embargo, 

se identificaron miles de DEGs al comparar plantas en condiciones de normoxia con 

plantas en hipoxia en cada genotipo (Fig. 23B). Las tablas con todos los DEGs 

identificados se encuentran publicadas y disponibles para su descarga en el material 

suplementario de Gayubas et al. (2023). 
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Figura 23. Análisis del transcriptoma completo comparando plantas silvestres Col-0 contra plantas 

mutantes vq10-H. Volcano plots mostrando: A. genes diferencialmente expresados (DEGs) 

sobreexpresados (rojo) o menos expresados (azul) al comparar plantas vq10-H con plantas Col-0 en 

normoxia (N, panel izquierdo) o en hipoxia (H, panel derecho); B. DEGs con mayor expresión (rojo) y menor 

expresión (azul) identificados al comparar hipoxia con normoxia en plantas Col-0 (panel izquierdo) y plantas 

vq10-H (panel derecho). C. Diagramas de Venn mostrando la intersección entre los genes más expresados 

en hipoxia (up, diagrama izquierdo) y menos expresados en hipoxia (down, diagrama derecho) en plantas 

Col-0 y vq10-H. Los diagramas de Venn fueron creados usando Venny 

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). 

 

En las plantas vq10-H, con niveles altos de expresión de VQ10, se identificaron varios loci 

cercanos al de VQ10 (AT1G78410) en el cromosoma 1 cuya expresión estaba fuertemente 

disminuida tanto en normoxia como en hipoxia (Tablas 4 y 5). Este conjunto de genes 

incluía AT1G78430, AT1G78450 Y AT1G78490. Al analizar más a fondo los datos del 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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análisis transcriptómico, se comprobó que este grupo de genes reprimidos estaba 

conformado por 9 loci entre AT1G78420 y AT1G78500 con muy pocos, pero algunos 

transcritos expresados (Fig. 24), lo que indica que esta represión no está causada por una 

deleción consecuencia de la inserción del T-DNA, sino que está regulada por algún factor 

desconocido que podría estar relacionado con VQ10. Se comprobó por PCR de 

transcripción inversa (RT-PCR) que los dos genes más cercanos ubicados aguas abajo de 

VQ10, DA2 y RIP2 (ROP interactive partner 2), se expresan, pero están reprimidos en el 

fondo vq10-H en comparación con las plantas silvestres (Fig. 24). 

 

Figura 24. Análisis de los transcritos de genes situados por debajo del locus VQ10 de plantas Col-0 y 

vq10-H en normoxia. A. Lecturas en tres réplicas biológicas independientes de Col-0 (los 3 cuadros 

superiores) y de vq10-H (los 3 cuadros inferiores) en los loci aguas abajo de VQ10 (AT1G78410), marcados 

en naranja. B. Los niveles de los transcritos de DA2 (AT1G78420) y RIP2 (AT1G78430) situados 

inmediatamente aguas abajo de VQ10 fueron medidos por RT-PCR con oligonucleótidos específicos (Tabla 

1). Se muestra el ADN teñido con bromuro de etidio en los geles de agarosa para cada genotipo y 

combinaciones de oligonucleótidos. A la izquierda se muestra el marcador de pesos moleculares en pares 

de bases. 
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Entre los genes con expresión más reducida en las plantas vq10-H (Tablas 4 y 5) se 

identificaron: MRD1 (Mto 1 responding down 1), cuyo mutante mto1-1 sobreacumula 

metionina soluble y está involucrado en promover la defensa mediada por ácido salicílico 

(SA) (Singh et al., 2022); HEI10 (homologue of Human Enhancer of cell Invasion 10), que 

codifica una proteína ZMM necesaria para la formación del entrecruzamiento 

cromosómico de clase I (Morgan et al., 2021); QQS (Qua‐Quine Starch),  que codifica un 

importante regulador del contenido en almidón que está presumiblemente involucrado 

en regular la distribución de carbono/nitrógeno en Arabidopsis (Li et al., 2015) mediante 

un proceso en el que los FT PIF (Phytochrome interacting factor) tienen un papel muy 

relevante (Lee et al., 2023); y finalmente, ICMEL2 (Isoprenylcysteine methylesterase-like 

2), que codifica una isoprenilcisteina metiltransferasa que desmetila proteínas que 

podrían estar involucradas en regular la sensibilidad y la señalización por ABA (Lan et al., 

2010). Cabe destacar también que los genes PER15, PER44 y PER49, que codifican 

peroxidasas posiblemente involucradas en respuestas relacionadas con estrés oxidativo, 

también están menos expresadas en plantas vq10-H en comparación con plantas Col-0 

en normoxia. Solo unos pocos genes como PCR1 (Plant cadmium resistance 1), PRA1F4 

(Prenylated RAB acceptor1.F4) y PI4KG3 (Phosphoinositide 4-kinase gamma 3) están más 

expresados en plantas vq10-H en normoxia (Tabla 4). Estos genes codifican proteínas 

relacionadas con resistencia al cadmio, un aceptor RAB (Ras‐associated binding) 

involucrado en tráfico de proteínas en endomembranas (Lee et al., 2017), y una 

fosfoinositol 4-quinasa que participa en respuestas a estrés abiótico y transición floral 

(Akhter et al., 2016), respectivamente. PI4KG3 también está más expresado y QQS, RIP4 

(ROP interactive partner 4) y MRD1 menos expresados en plantas vq10-H en 

comparación con plantas Col-0 en hipoxia (Tabla 5), lo cual sugiere que estos genes están 

regulados por VQ10 independientemente de la disponibilidad de O2. Sin embargo, 

PRA1F4, que estaba significativamente más expresado en normoxia en plantas vq10-H, 

fue el gen con expresión más reducida en hipoxia (Tablas 4 y 5). PRA1F4 parece estar 

involucrada en la salida del aparato de Golgi (Lee et al., 2017), lo cual sugiere que VQ10 

podría tener un papel en la regulación del tráfico de proteínas por endomembrana de 

manera positiva dependiendo de la disponibilidad de O2. 
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Figura 25. Enriquecimiento de términos GO de procesos biológicos de los DEGs identificados 

específicamente en Col-0 en hipoxia en el análisis transcriptómico. Se representan en el panel superior 

los DEGs más expresados (up) y en el panel inferior los DEGs menos expresados (down). El tamaño de las 

burbujas indica el número de genes identificados para cada término GO, y el p valor (p val) de los análisis de 

enriquecimiento génico corresponde a la escala de color representada a la derecha. Los análisis fueron 

realizados con PANTHER (http://go.pantherdb.org/). 

http://go.pantherdb.org/
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Figura 26. Enriquecimiento de términos GO de procesos biológicos de los DEGs identificados 

específicamente en vq10-H en hipoxia en el análisis transcriptómico. Se representan en el panel superior 

los DEGs más expresados (up) y en el panel inferior los DEGs menos expresados (down). El tamaño de las 

burbujas indica el número de genes identificados para cada término GO, y el p valor (p val) de los análisis de 

enriquecimiento génico corresponde a la escala de color representada a la derecha. Los análisis fueron 

realizados con PANTHER (http://go.pantherdb.org/). 

http://go.pantherdb.org/
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A diferencia del limitado impacto de la mutación vq10-H en la expresión génica, la 

comparación de hipoxia y normoxia en plantas Col-0 y vq10-H permitió la identificación 

de unos 1000 DEGs más expresados y otros 1000 DEGs menos expresados (Figura 23C). 

Cabe destacar que alrededor del 60% de los DEGs más expresados y el 40% de los menos 

expresados en respuesta a hipoxia fueron comunes en plantas Col-0 y vq10-H (Figura 

23C), indicando que hay un conjunto invariable de genes regulados por la hipoxia en 

ambos genotipos y por tanto no regulados por VQ10. No obstante, varios cientos de 

genes estaban específicamente más o menos expresados por hipoxia en plantas Col-0 o 

vq10-H, los cuales podrían ser posibles dianas de regulación de VQ10. Entre los 267 

genes inducidos por hipoxia solo en plantas Col-0, el análisis de términos GO mostró una 

sobre-representación de genes de categorías funcionales relacionadas con respuestas a 

la intensidad de luz, sequía y ABA (Fig. 25). Entre los 418 genes reprimidos por hipoxia 

solo en plantas Col-0, la biosíntesis de glucosinolatos, la respuesta a insectos, la 

replicación del ADN con ADN molde, la diferenciación celular, el desarrollo de la 

epidermis y la morfogénesis de la raíz fueron las categorías funcionales más sobre-

representadas en el análisis de términos GO (Fig. 25). Estos genes podrían estar 

reprimidos por la hipoxia, pero activados por VQ10. Respecto a los 267 y 354 genes 

inducidos y reprimidos, respectivamente, por hipoxia solo en plantas vq10-H, son genes 

regulados por hipoxia con respuestas que podrían estar potenciadas o reprimidas por 

VQ10. Se encontró entre los genes inducidos un enriquecimiento de términos GO 

relacionados con síntesis de ATP impulsada por protones, procesos metabólicos de 

flavonoides, y respuesta a herida, lípidos, compuestos de oxígeno y hormonas, y entre 

los genes reprimidos, la homeostasis celular de iones metálicos, la morfogénesis de la 

raíz y el desarrollo de la epidermis (Fig. 26). Las tablas con los análisis de términos GO se 

encuentran publicadas y disponibles para descarga en el material suplementario de 

Gayubas et al. (2023). 

 

3. ANÁLISIS DEL PROCESAMIENTO ALTERNATIVO DE ARNs EN 

PLANTAS vq10-H EN NORMOXIA Y EN HIPOXIA 

El escaso impacto transcripcional del aumento de la expresión de VQ10 en el mutante 

hipermórfico vq10-H en comparación con plantas silvestres Col-0 sugiere que la 

regulación ejercida por esta proteína podría ocurrir a nivel no transcripcional. De hecho, 

VQ10 es una de las pocas proteínas de la familia de proteínas VQ de Arabidopsis que no 

une ADN y no puede activar o reprimir un reportador transcripcional (Jing & Lin, 2015). 

Es más, las predicciones in silico presentadas anteriormente en la Tabla 2 apuntan a 

VQ10, junto con VQ1, como una posible proteína de unión a ARN. Las proteínas de unión 

a ARN normalmente funcionan regulando el procesamiento alternativo de ARN (AS, del 

inglés alternative splicing) (Meyer et al., 2015) y la traducción de proteínas en plantas 

(Wang et al., 2023). Por tanto, la actividad funcional de VQ10 podría estar relacionada 

con la regulación de la estabilidad del ARN, su localización, o el procesamiento 

metabólico. Para comprobar si VQ10 afecta al AS, los datos del análisis transcriptómico 

fueron utilizados para analizar los transcritos afectados por AS. Los datos fueron 

analizados para identificar exclusión de exones (skipped exons, SE), retención de intrones 
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(retained introns, RI), exones mutuamente exclusivos (mutually exclusive exons, MXE) y 

sitios alternativos 5’ o 3’ (alternative 5′ or 3′ splice sites, A5SS o A3SS). Todos los genes 

diana de los eventos de AS diferencial significativos están publicados en el material 

suplementario de Gayubas et al. (2023). 

 

 

Figura 27. Identificación de eventos de AS diferencial al comparar plantas Col-0 y vq10-H en normoxia 

o hipoxia, así como comparando normoxia con hipoxia en plantas silvestres Col-0. Se analizaron 

exclusión de exones (skipped exons, SE), retención de intrones (retained introns, RI), exones mutuamente 

exclusivos (mutually exclusive exons, MXE) y sitios alternativos 5’ o 3’ (alternative 5′ or 3′ splice sites, A5SS o 

A3SS). El panel superior muestra el porcentaje de cada tipo de AS, y el número total de eventos está indicado 

en la tabla inferior. 

 

En la figura 27 se resumen los eventos de AS identificados al comparar los genotipos 

vq10-H y Col-0 en normoxia o hipoxia. En normoxia, se identificaron eventos de AS 

diferencial significativos de A5SS, A3SS y SE en PTP1 (Protein tyrosine phosphatase 1), 

AGL42 (Agamous‐Like42) y AT5G41690, y siete RI en MGT7 (magnesium transporter 7), 

AGL42, OFUT4 (O-fucosyltransferase 4), GK1 (Guanylate kinase 1), ABCA8 (ABC 

transporter A family member 8), FTSH8 (FTSH protease 8) y AT1G56520. En hipoxia, se 

identificaron más eventos de AS diferencial estadísticamente significativos al comparar 

plantas Col-0 con plantas vq10-H: dos A3SS en SYN2 (sister chromatid cohesion 1 protein 

2) y AT5G61310 (cytochrome c oxidase subunit 5C); siete A5SS, tres de ellos en 

AT4G30820 (cyclin‐dependent kinase‐activating kinase assembly factor‐related) y los 

otros cuatro en IP5P10 (type I inositol polyphosphate 5‐phosphatase 10), PAPP5 

(serine/threonine‐protein phosphatase 5), ARF-2A (ADP‐ribosylation factor 2‐A) y 
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AT4G10430 (TMPIT‐like protein); y dos SE en AT5G44565 y AT4G30820. El número más 

grande de eventos de AS en hipoxia correspondió a RI, ya que se identificaron en 20 

genes diana distintos. Algunos de ellos eran genes que codificaban proteínas con 

funciones reguladoras relevantes como los FT NFYB10 y bHLH23 o la proteína reguladora 

RAPTOR2, y un par de genes relacionados con el ciclo celular como SHUGOSIN2 y un 

factor de ensamblaje de quinasa activador de quinasa dependiente de ciclina. El análisis 

de AS en las plantas Col-0 en hipoxia en comparación con las plantas en normoxia 

permitió identificar 70 eventos de AS diferencial (Fig. 27), respaldando aún más la 

relevancia del AS en la regulación de la expresión genética en condiciones de hipoxia. 

Cabe destacar que los genes AGL42 y MGT7 fueron los únicos con AS diferencial al 

comparar plantas Col-0 con plantas vq10-H en normoxia, y plantas Col-0 en normoxia 

con plantas Col-0 en hipoxia. Entre los genes con AS diferencial al comparar plantas Col-

0 con plantas vq10-H en hipoxia, AT4G30820, que codifica una proteína relacionada con 

el factor de ensamblaje de quinasa activadora de quinasa dependiente de ciclina, 

NFYB10, BHLH23, y AT3G54510, AT2G43465, AT3G65685 y AT4G02550, que codifican 

para un canal de Ca2+ activado por hiperosmolaridad, una proteína con dominio ASCH 

de unión a ARN, una UDP-glucosiltransferasa, y una proteína desconocida, 

respectivamente, también se identificaron al comparar el AS diferencial en plantas Col-0 

en hipoxia con plantas Col-0 en normoxia. 

 

4. FENOTIPOS DE PLANTAS vq10-H y VQ10OX RELACIONADOS CON 

EL DESARROLLO 

Para evaluar si los posibles fenotipos de desarrollo de las plantas vq10-H estaban 

asociados con el aumento en la expresión de VQ10, se generaron plantas transgénicas 

VQ10ox que sobreexpresan VQ10 bajo el control de un promotor 35S (Fig. 28A, Tabla 

A1). Se comprobó en primer lugar que la disminución de la expresión de los genes DA2 

y RIP2 detectada en vq10-H en el análisis transcriptómico (Fig. 24) también ocurría en las 

plantas VQ10ox (Fig. 28B), lo cual sugiere que el aumento en la expresión de VQ10 es 

responsable de la represión del grupo de genes localizados por debajo de VQ10 en el 

cromosoma 1. DA2 y RIP2 codifican dos proteínas relacionadas con la proliferación y la 

división celular (Xia et al., 2013; Hasi y Kakimoto, 2022), por tanto, la fuerte represión de 

ambos genes detectada en plantas vq10-H podría dar lugar a alteraciones en la 

división/proliferación celular. Para comprobarlo, plantas vq10-H se cruzaron con plantas 

que expresan el marcador de división celular cycB1:GUS en fondo Col-0 (Colon-Carmona 

et al., 1999) para generar plantas cycB1:GUS (vq10-H) (Tabla A1). Estas plantas mostraron 

una mayor tinción de β-glucuronidasa en la raíz en comparación con plantas cycB1:GUS 

(Fig. 29), lo que indica una mayor tasa de proliferación y división celular en el meristemo 

de la raíz. En cambio, la tasa de división celular no se vio alterada en el meristemo apical 

del tallo (Fig. 29). 
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Figura 28. Generación y caracterización molecular de plantas transgénicas que sobreexpresan los 

genes VQ1 o VQ10 bajo el control de dos promotores 35S. A. Construcción y niveles de expresión de 

VQ1 y VQ10 en las líneas transgénicas VQ1ox y VQ10ox generadas. B. Comparación de la expresión de DA2 

y RIP2 en plantas con niveles de expresión de VQ10 elevados. Los niveles relativos de expresión de los genes 

indicados fueron analizados por qRT-PCR usando oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir de ARN de 

plantas de los genotipos indicados provenientes de tres experimentos independientes. Los valores 

representan la media ± el error estándar (SE) y el valor estadístico fue calculado con t de Student 

comparando cada genotipo con el genotipo silvestre Col-0. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 29. Tasa de división celular en plantas con fondo genético Col-0 y vq10-H que expresan el 

marcador de división celular cycB1:GUS. La división celular se observó a partir de la tinción de β-

glucuronidasa (GUS) en el meristemo apical de la raíz (izquierda) o del tallo (derecha) de las plantas de los 

genotipos indicados. Las líneas discontinuas representan los límites de la tinción GUS en el meristemo de la 

raíz. La escala (barras negras) representa 100 µm. 

 

El aumento en la proliferación celular en el meristemo de la raíz relacionado con mayores 

niveles de expresión de VQ10 (Fig. 29) podría alterar su crecimiento. Se midió la longitud 

de la raíz primaria en plántulas de 3 días cultivadas en vertical, y tanto las raíces de las 

plantas vq10-H como las de VQ10ox eran más largas en comparación con las de Col-0 

(Fig. 30A). También se midió el tamaño del meristemo radicular en estas plántulas 

mediante tinción con yoduro de propidio, y los resultados mostraron que el aumento en 

la longitud de la raíz primaria está acompañado de un aumento en el tamaño del 

meristemo en vq10-H (Fig. 30B, C). Sin embargo, las plantas VQ10ox presentaron un 

meristemo de la raíz más corto que el de plantas Col-0 (Fig. 30B, C), lo cual en principio 

no encaja con el fenotipo de estas plantas de una longitud de raíz más larga que Col-0. 

Esto podría ser debido a una mayor elongación celular en partes superiores a la zona 

meristemática de la raíz. Por tanto, se midió la longitud de las primeras células en la zona 

de elongación de la raíz y se comprobó que las raíces de las plántulas vq10-H y VQ10ox 

presentaban una mayor elongación celular (Fig. 30D), lo cual podría explicar su fenotipo 

de raíz más larga (Fig. 30A). 
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Figura 30. Elongación de la raíz primaria y tamaño del meristemo de la raíz en plantas Col-0, vq10-H 

y VQ10ox. A. La longitud de las raíces primarias de plántulas de los genotipos indicados fue medida en 

plántulas cultivadas en vertical a los 3 días post-germinación. Los gráficos de cajas representan valores de 

unas 20 raíces por genotipo. B. El tamaño del meristemo radicular se calculó a partir de raíces de plántulas 

de 4 días post-germinación, teñidas con yoduro de propidio. Los gráficos de cajas representan valores de 

tres experimentos independientes con alrededor de 10 raíces por genotipo y experimento. C. Imágenes de 

microscopio confocal mostrando el cálculo del tamaño del meristemo de la raíz (desde la flecha gris a la 

flecha blanca) en los genotipos indicados. El cálculo del número de células en el meristemo radicular se hizo 

según el método descrito por Perilli & Sabatini (2010). La escala (barra blanca en la parte inferior de las 

imágenes) representa 100 µm. D. Tamaño de las primeras tres células elongadas en la zona de elongación 

de la raíz de los genotipos indicados. El tamaño se calculó a partir de las mismas raíces utilizadas en (B) y 

utilizando ImageJ2/Fiji. Los valores son la media ± el error estándar (SE) de unas 10 plántulas por genotipo, 

y el valor estadístico fue calculando con t de Student comparando cada genotipo mutante con el control 

silvestre Col-0. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 31. Interacción funcional entre VQ10 y WRKY33 en la división celular y el desarrollo de la 

planta. A. Tasa de división celular en plantas con fondo genético wrky33 que expresan el marcador de 

división celular cycB1:GUS. La división celular se observó a partir de la tinción de β-glucuronidasa (GUS) en 

el meristemo apical de la raíz o del tallo. Las líneas discontinuas representan los límites de la tinción GUS en 

el meristemo de la raíz. La escala (barras negras) representa 100µm. B. Fenotipo de crecimiento de la parte 

aérea en plantas vq10-H (homocigotas o heterocigotas) con expresión elevada de VQ10 en un fondo 

genético mutante wrky33 (en homocigosis o heterocigosis). Las plantas de la F4 de 10 semanas acabaron 

mostrando un fenotipo enano y de hojas rizadas. La escala (barra blanca situada en la parte inferior derecha 

de las imágenes) representa 1 cm. 

 

Dada la interacción funcional que existe entre VQ10 y WRKY33 (Cheng et al., 2012), se 

comprobó el patrón de tinción GUS en plantas con el marcador cycB1:GUS en fondo 

wrky33 (Tabla A1). Se detectó una mayor tinción GUS tanto en el meristemo de la raíz 

como el meristemo apical del tallo en este fondo genético en comparación con Col-0 

(Fig. 29, Fig. 31A), lo que indica que WRKY33 podría regular negativamente la división 

celular en ambas regiones meristemáticas, mientras que VQ10 sería un regulador 

positivo sólo en la raíz (Fig. 29). Dado que en muchos casos las proteínas VQ regulan la 
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expresión génica en coordinación con los FT WRKY (Cheng et al., 2012; Weyhe et al., 

2014), se analizó el fenotipo de crecimiento en plantas con niveles de expresión alterados 

de ambos genes. Previamente, se publicó que la sobreexpresión simultánea de VQ10 y 

WRKY33 en Arabidopsis provoca una gran disminución en el tamaño de la roseta, 

mientras que las rosetas de las plantas que sobreexpresan cada uno de los genes por 

separado son normales (Cheng et al., 2012). Para comprobar si los fenotipos de división 

celular de las plantas con expresión alterada de VQ10 o WRKY33 mostrados 

anteriormente estaban o no relacionados, se realizaron cruces genéticos con las plantas 

vq10-H y wrky33. Al caracterizar la descendencia, no fue posible obtener plantas dobles 

mutantes homocigotas ni en la segunda generación filial (F2), ni en la tercera (F3), ni en 

la cuarta (F4). Sin embargo, sí que se obtuvieron plantas dobles mutantes heterocigotas 

que presentaban un fuerte fenotipo de crecimiento. Se trataba de plantas enanas, 

cloróticas y con hojas rizadas y muy pequeñas (Fig. 31B). Los genotipos que estaban 

detrás de este fuerte fenotipo eran combinaciones de una de las mutaciones en 

homocigosis y la otra en heterocigosis (VQ10/vq10-H con wrky33/wrky33, o vq10-

H/vq10-H con WRKY33/wrky33). No se observaron estos fenotipos en los parentales 

mutantes simples homocigotos. Estos datos sugieren que VQ10 podría actuar como un 

regulador importante en el desarrollo y crecimiento de las plantas, actuando junto con 

WRKY33 en la división celular en los meristemos. 

 

5. FENOTIPOS DE PLANTAS vq10-H y VQ10OX RELACIONADOS CON 

LA RESPUESTA A ESTRÉS OXIDATIVO 

Los datos del análisis transcriptómico revelaron varios DEGs que codifican peroxidasas y 

que estaban reprimidos en las plantas vq10-H en normoxia (Tabla 4). Con estos datos y 

los resultados del análisis in silico que mostraron a VQ10 como inducido en respuesta a 

NO, hipoxia y ozono (Fig. 9), se decidió comprobar la respuesta al estrés oxidativo en las 

plantas con mayor expresión de VQ10. Por un lado, se evaluó la sensibilidad de las 

semillas vq10-H y VQ10ox al estrés oxidativo desencadenado por un tratamiento con 

metil viológeno (MV), también llamado comercialmente paraquat. Los resultados 

revelaron que las semillas vq10-H son significativamente más resistentes al estrés 

oxidativo que las semillas Col-0, con alrededor del 30% de las semillas vq10-H 

germinando tras 96 h en presencia de MV frente al 5% de semillas Col-0 germinadas (Fig. 

32). El resultado se repitió con las semillas VQ10ox, que también fueron más resistentes 

al tratamiento (Fig. 32). En conjunto, estos resultados sugieren que esta mayor tolerancia 

al estrés oxidativo en la semilla durante el proceso de germinación se debe a una mayor 

expresión de VQ10. 
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Figura 32. Tolerancia a estrés oxidativo en la germinación de semillas de Col-0, vq10-H y VQ10ox. El 

porcentaje de germinación fue calculado a los 5 días post-siembra a partir de tres experimentos 

independientes con 10-30 semillas por genotipo, condición y experimento, en semillas tratadas con 0.1 mM 

de metil viológeno (+MV) o sin tratar (-MV). El valor estadístico fue calculando con t de Student comparando 

el tratamiento con el control en cada genotipo. *p<0.05, **p<0.01. 

 

 

 

 

Figura 33. Sensibilidad de los hipocótilos de plántulas Col-0, vq10-H y VQ10ox al óxido nítrico (NO). 

La sensibilidad a NO se analizó mediante experimentos de acortamiento del hipocótilo usando plántulas 

etioladas incubadas en oscuridad durante 4 días en cámaras selladas con 300 ppm de NO (+NO) o sin NO 

como control (-NO). Los valores representan la media ± el error estándar (SE) de alrededor de 25 individuos 

por genotipo y condición, y el valor estadístico fue calculando con t de Student comparando el tratamiento 

con el control en cada genotipo. **p<0.01. 
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Por otro lado, se comprobó la sensibilidad de las plantas Col-0, vq10-H y VQ10ox a un 

tratamiento de NO exógeno. Para ello, se midió la elongación de hipocótilos etiolados 

en presencia o ausencia de NO. En las plantas Col-0, la longitud de los hipocótilos se 

redujo en un 45% en presencia de NO (Fig. 33), mientras que en VQ10ox y sobre todo 

en vq10-H la reducción fue menor, de un 25% y un 15% en comparación con plantas no 

tratadas, respectivamente (Fig. 33). Estos resultados sugieren que las plantas con mayor 

expresión de VQ10 toleran mejor el estrés nitro-oxidativo causado por el NO, quizás 

porque VQ10 reprime la percepción del NO o tal vez porque participa en la regulación 

del metabolismo de las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. 

Dado que VQ10 aumenta su expresión durante la hipoxia y lo hace a tiempos cortos (Fig. 

9, Fig. 12B), se decidió comprobar si el aumento en los niveles de expresión de VQ10 

alteraba la expresión de los genes marcadores de hipoxia LBD41, PDC1, ADH1 y L-LDH. 

Los resultados mostraron un aumento significativo en la expresión de LBD41, PDC1 y 

ADH1 tras la hipoxia, sin diferencias de inducción entre los distintos genotipos (Fig. 34). 

En el caso de L-LDH, la inducción tras la hipoxia fue menor en general en todos los 

genotipos en comparación con la del resto de genes marcadores y, además, ésta fue 

menor en VQ10ox con respecto a Col-0 (Fig. 34). Los niveles de expresión basal en 

normoxia de LBD41 y PDC1 se vieron alterados al modificar la expresión de VQ10, pero 

esta fue mayor en vq10-H y menor en VQ10ox, con respecto a Col-0 (Fig. 34), lo que 

sugiere que en el mutante vq10-H hay elementos reguladores alterados que no están 

presente en VQ10ox o a la inversa. Por otro lado, no se vieron diferencias significativas 

en los niveles de ADH1 y L-LDH en normoxia entre las plantas Col-0 y las plantas vq10-

H y VQ10ox (Fig. 34). En conjunto, estos resultados sugieren que VQ10 no modifica 

significativamente la inducción de LBD41, PDC1 y ADH1 en la hipoxia, en cambio sí que 

parece reprimir la inducción de L-LDH tras el tratamiento (Fig. 34). En condiciones de 

normoxia, VQ10 sí que podría regular la expresión de LBD41 y PDC1, seguramente 

reprimiéndolos, ya que muestran una expresión reducida en las dos líneas transgénicas 

VQ10ox y, aunque en vq10-H su expresión sea mayor que en Col-0, en el mutante 

hipermórfico podrían estar actuando otros factores ajenos a VQ10 que se desconocen. 
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Figura 34. Inducción de los genes de respuesta a la hipoxia LBD41, PDC1, ADH1 y L-LDH en plantas 

Col-0, vq10-H y VQ10ox. Los niveles relativos de expresión fueron analizados por qRT-PCR con 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir de ARN procedente de tres experimentos independientes de 

plantas de las condiciones (N, normoxia; H, hipoxia con un 1% de O2) y los genotipos indicados. Los valores 

representan la media ± el error estándar (SE), y el valor estadístico fue calculado con t de Student 

comparando cada condición en cada tiempo con el control no tratado a tiempo 0. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. 

 

Se comprobó también si las plantas vq10-H y VQ10ox toleraban la re-oxigenación tras 

hipoxia en plantas que habían estado sumergidas en agua y se comparó con plantas 

silvestres. Para ello, se cuantificó el daño detectado en las plantas después de 15 días de 

recuperación en luz tras estar sumergidas 4 días en oscuridad. Las plantas VQ10ox 

toleraron peor la hipoxia y posterior re-oxigenación en comparación con Col-0 (Fig. 35). 

En cuanto a las plantas vq10-H, también resultaron ser levemente más susceptibles a la 

hipoxia y re-oxigenación que Col-0 (Fig. 35). 
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Figura 35. Tolerancia a la re-oxigenación tras la hipoxia en plantas inundadas Col-0, vq10-H y VQ10ox. 

Las plantas de los genotipos indicados fueron sumergidas durante 5 días seguido de un periodo de 

recuperación en condiciones de luz estándar de 15 días. La cuantificación del daño causado por la hipoxia 

seguido de la re-oxigenación se realizó en base a una escala con tres niveles de daño: no dañadas (verde), 

dañadas (rosa), y muertas (marrón). El porcentaje de plantas con cada nivel de daño se calculó a partir de 

unas 10 plantas por genotipo. La escala (barra blanca en la parte inferior derecha de las imágenes) representa 

30 mm. 

 

Por último, para comprobar si los cambios en la tolerancia a la hipoxia/re-oxigenación, 

al estrés oxidativo en la germinación de semillas, y al NO en los ensayos de elongación 

de hipocótilos etiolados de las plantas con mayores niveles de expresión de VQ10 se 

debían a una mayor tolerancia al estrés nitro-oxidativo, primero se midió el patrón de 

modificación de 3-nitroY en vq10-H, VQ10ox y Col-0 tras un tratamiento de NO. Aunque 

el patrón de proteínas que contienen 3-nitroY aumentó notablemente debido al 

tratamiento de NO, no se vieron diferencias entre genotipos (Fig. 36). Dado que el uso 

de 3-nitroY libre como marcador de estrés nitro-oxidativo suele usarse en mamíferos, 

aunque no es común en plantas, en esta Tesis se trató de desarrollar un método para 

determinar los niveles de 3-nitroY en plantas basado en UPLC-MS/MS. Los resultados 

obtenidos con este nuevo método fueron similares a los obtenidos para la nitrotirosina 

en proteínas, se vio un aumento en los niveles de 3-nitroY libre causado por el 

tratamiento de NO, pero no hubo diferencias entre genotipos ni en plantas tratadas ni 

en plantas no tratadas con NO (Fig. 36). Estos resultados sugieren que la tolerancia al 

estrés oxidativo que muestran las plantas vq10-H y VQ10ox no está directamente 

relacionada con PTMs como la nitración de tirosinas típicas del estrés nitro-oxidativo. 
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Figura 36. Patrón de 3-nitrotirosina (A) unida a proteína y (B) libre en plantas Col-0, vq10-H y VQ10ox. 

En (A) se muestran extractos de proteína total de plantas tratadas con NO (+NO) y plantas control sin tratar 

(-NO) de los genotipos indicados, analizados por Western blot con un anticuerpo anti-3-nitroY (α-3-nitroY). 

A la derecha se muestra la posición de los marcadores de peso molecular en kDa, y la ribuolsa bifosfato 

carboxilasa/oxigensa (Rubisco) se muestra debajo en la misma membrana teñida con Ponceau S. Los valores 

mostrados en (B) representan la media de tres réplicas biológicas de los genotipos y las condiciones 

indicados ± el error estándar (SE). No se observaron diferencias significativas. 
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6. EFECTO REGULADOR DE VQ1 Y VQ10 EN PROCESOS 

FOTOSINTÉTICOS 

La interacción de VQ1 y VQ10 con proteínas cloroplásticas, algunas de las cuales son 

esenciales para el ensamblaje, mantenimiento y protección de los fotosistemas I y II 

(Tabla 3), sugiere que estas dos proteínas podrían estar involucradas en la modulación 

de la actividad fotosintética de las plantas. Para comprobarlo, se analizó la actividad 

fotosintética en plantas transgénicas que sobreexpresan VQ1 o VQ10 (Fig. 28A), y plantas 

con expresión reducida de VQ1, VQ10, o ambos a la vez, generadas mediante tecnología 

de expresión de microARNs artificiales (amiARN) específicos para cada diana (Fig. 37, 

Tabla A1) (Carbonell, 2019) y se comparó con la de plantas Col-0. 

 

 

Figura 37. Generación y caracterización molecular de plantas con expresión reducida deVQ1, VQ10 o 

VQ1 yVQ10 a la vez generadas mediante tecnología de expresión de microARNs artificiales (amiARN). 

Los niveles relativos de expresión de los genes indicados fueron analizados por qRT-PCR usando 

oligonucleótidos específicos (Tabla 1) a partir de ARN de plantas de los genotipos indicados provenientes 

de tres experimentos independientes. Los valores representan la media ± el error estándar (SE) y el valor 

estadístico fue calculado con t de Student comparando cada genotipo con el genotipo silvestre Col-0. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Los resultados mostraron que las plantas que sobreexpresan VQ1 o VQ10 tienden a tener 

mayor eficiencia fotosintética (ΦPSII), aunque de manera más consistente las que 

sobreexpresan VQ10 (VQ10ox-5-3 y VQ10ox-8-6) que la línea VQ1ox-25-8, que 

sobreexpresa VQ1 (Fig. 38). Por otro lado, las líneas amiARN tienden a tener un menor 

ΦPSII al compararlas con Col-0, de nuevo de manera más consistente aquellas con menor 

expresión de VQ10 (amiR-VQ10-9’ y amiR-VQ10-15) que en el resto (amiR-VQ1-11 y 

amiR-VQ1,10-7) (Fig. 38). Ninguno de los genotipos mostró cambios en la actividad 

fotosintética máxima (Fv/Fm) respecto a Col-0 (Fig. 38), lo cual es un indicativo de que 

las plantas no están constitutivamente alteradas en su fotosíntesis. 

 

 

Figura 38. Estimación de la eficiencia fotosintética de plantas con expresión aumentada (panel 

superior, verde) o reducida (panel inferior, marrón) de VQ1 y VQ10. El rendimiento cuántico efectivo del 

fotosistema II (ΦPSII), y el rendimiento cuántico máximo del PSII (Fv/Fm) de plantas de los genotipos 

indicados se midieron sometiéndolas a un pulso de luz actínica de 21 PAR, tras estar incubadas en oscuridad 

durante 20 min. Los gráficos de cajas representan valores de hojas de unas 10-15 plantas por genotipo. El 

valor estadístico fue calculando con t de Student comparando cada genotipo con el control silvestre Col-0. 

*p<0.05, ***p<0.001. 
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También se comprobó si los cambios en la expresión de VQ1 y VQ10 podían alterar la 

síntesis de clorofilas durante el proceso de desetiolación. Se observó que el contenido 

en clorofilas estaba parcialmente afectado tanto en las líneas con menor expresión de 

VQ1 y VQ10 (amiR-VQ1,10-1-1 y amiR-VQ1,10-7) como en las líneas que sobreexpresan 

VQ10 (VQ10ox-5-3 y VQ10ox-8-6) (Fig. 39). Esta alteración se observó no solo a nivel 

fenotípico en plántulas tras 24 h de desetiolación (Fig. 39) sino también al medir la 

cantidad de clorofilas (Fig. 39). 

 

 

Figura 39. Efectos de cambios en la expresión de VQ1 y VQ10 en la desetiolación de plantas. Se 

utilizaron plantas con expresión aumentada (verde) o disminuida (rosa) de VQ1 y/o VQ10. El proceso de 

desetiolación fue evaluado midiendo el contenido de clorofila total en plántulas de los genotipos indicados. 

En la parte superior se muestran imágenes representativas de plántulas Col-0 y de los genotipos con una 

cantidad de clorofila significativamente diferente. Las barras representan la media de valores de tres 

experimentos independientes ± el error estándar (SE), y el valor estadístico fue calculando con t de Student 

comparando cada genotipo con el control silvestre Col-0. *p<0.05, ***p<0.001. La escala (barra blanca en la 

parte inferior derecha de las imágenes) representa 2 mm. 

 

Como ya se ha observado anteriormente, VQ1 y VQ10 muestran interacción con la 

proteína cloroplástica DXS (Fig. 18) (Estévez et al., 2001; Rodriguez-Concepcion, 2016). 

Como DXS es un regulador clave en la biosíntesis de isoprenoides, se decidió comprobar 

si los cambios en la expresión de VQ1 y VQ10 alteraban la biosíntesis de isoprenoides o 

su acumulación, así como la de las clorofilas. Para ello, se midió el contenido relativo de 

varios tipos de isoprenoides, como xantofilas u otros carotenoides y tocoferoles 
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(violaxantina, neoxantina, luteína, β-caroteno y cis-β-caroteno), y clorofilas. Sin embargo, 

en general no se detectaron diferencias significativas en ninguno de los genotipos con 

respecto a Col-0 (Fig. 40), lo cual significa que los posibles cambios ejercidos por VQ1 y 

VQ10 en la función del cloroplasto no afectan a la acumulación o síntesis de compuestos 

derivados de su metabolismo como los isoprenoides y las clorofilas. 

 

 

Figura 40. Efectos de cambios en la expresión de VQ1 y VQ10 en el contenido relativo de distintos 

isoprenoides en plantas. Se utilizaron plantas con expresión aumentada (verde) o disminuida (rosa) de VQ1 

y/o VQ10. Las barras representan la media de tres experimentos independientes ± el error estándar (SE), y 

el valor estadístico fue calculando con t de Student comparando cada genotipo con el control silvestre Col-

0. *p<0.05. Niveles de isoprenoides relativos a los valores detectados en plantas silvestres Col-0. 
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Cuando las plantas se enfrentan a condiciones de hipoxia, ya sea durante el desarrollo 

en tejidos naturalmente hipóxicos (Considine et al., 2017; Le Gac & Laux, 2019; Weits et 

al., 2021) o debido al estrés ambiental (Phukan et al., 2016), experimentan, además de la 

limitada disponibilidad de O2, un aumento en los niveles de NO endógeno, otras RNS y 

ROS (Armstrong et al., 2019; Diab & Limami, 2016; Gupta & Igamberdiev, 2011; 

Hamanaka & Chandel, 2009; Hebelstrup & Møller, 2015; Igamberdiev et al., 2014; 

Pucciariello & Perata, 2017). De entre los genes identificados en una búsqueda in silico 

como regulados por NO, hipoxia y estrés oxidativo, se encontró un conjunto de cinco 

genes, todos inducidos, que codifican proteínas con domino VQ: VQ1, VQ10, VQ24, VQ27 

y VQ32 (Fig. 9). A pesar de que se ha caracterizado la participación de algunas proteínas 

VQ en numerosas respuestas de las plantas a estreses bióticos y abióticos, así como en 

los procesos de crecimiento y desarrollo, para la mayoría de las proteínas VQ en 

Arabidopsis su función es todavía desconocida (Jiang et al., 2018; Jing & Lin, 2015; León 

et al., 2021; Yuan et al., 2021). En concreto, para estas cinco proteínas VQ la información 

disponible es casi inexistente. 

Esta Tesis se ha centrado en el estudio de los genes VQ1 y VQ10 porque codifican 

proteínas pequeñas con características específicas que les diferencian de las otras tres 

proteínas VQ inducibles por hipoxia, NO y estrés oxidativo. Ambas presentan un alto 

grado de homología en su secuencia de aminoácidos y su estructura tridimensional, que 

forma un bucle desordenado que contiene un único residuo de C (Fig. 10, 20). VQ1 y 

VQ10, además de por hipoxia, NO y estrés oxidativo (Fig. 9 y 12), también podrían estar 

regulados en múltiples procesos de desarrollo y en otros tipos de estrés (Fig. 11). Por 

otro lado, VQ1 y VQ10 forman un clado separado en el árbol filogenético (Fig. 5), no 

tienen capacidad de unión al ADN y por tanto no son reguladores directos de la 

transcripción (Tabla 2) (Jing & Lin, 2015), pero en base a algoritmos de predicción, sí que 

tienen potencial capacidad de unión al ARN (Tabla 2), y, junto con VQ27, su localización 

subcelular no parece ser exclusivamente nuclear (Tabla 2). Dado que no parecen 

comportarse como FT, es probable que ejerzan sus funciones reguladoras a través de 

otro tipo de interacciones moleculares. En este sentido, se ha vinculado el modo de 

acción reguladora de muchas proteínas VQ a la interacción con FT de la familia WRKY 

(Chen et al., 2018; Cheng et al., 2012; Hu et al., 2013b; Lei et al., 2017, 2018; Wang et al., 

2015b; Weyhe et al., 2014).  

En esta tesis, se ha demostrado que las proteínas VQ1 y VQ10 interaccionan entre sí y 

con ellas mismas, así como con las otras tres proteínas VQ y con los cuatro FT WRKY 

también identificados como co-regulados por hipoxia, NO y estrés oxidativo (Fig. 9 y 13). 

Estas múltiples interacciones sugieren que las proteínas VQ y WRKY probablemente 

formen diferentes complejos proteicos a partir de los cuales podrían regular una gran 

variedad de procesos de manera conjunta. La formación de múltiples complejos 

reguladores, que podrían ser homodímeros, heterodímeros, u oligómeros, parece 
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probable dadas las investigaciones ya publicadas sobre los complejos de proteínas VQ-

WRKY (Chen et al., 2018; Cheng et al., 2012; Hu et al., 2013b; Lei et al., 2017, 2018; Uji et 

al., 2019; Wang et al., 2015b; Weyhe et al., 2014; Yan et al., 2018; Ye et al., 2016) y los 

nuevos resultados presentados en esta Tesis. Sin embargo, se requiere de más trabajo 

de investigación para esclarecer la naturaleza, composición y formación de estos 

complejos reguladores, así como su modo de acción en diferentes procesos.  

Este trabajo ha permitido establecer que la potencialidad de interacción de VQ1 y VQ10 

no se restringe a FT WRKY, sino que son también capaces de interaccionar con una gran 

variedad de proteínas con funciones muy diversas. Un rastreo de interacciones proteína-

proteína basado en el sistema de Y2H utilizando VQ1 como cebo nos permitió identificar 

casi 300 proteínas que interaccionan con VQ1 (Tabla A2). Estas proteínas tienen 

localizaciones subcelulares muy diversas y participan en una gran variedad de procesos 

biológicos (Fig. 14). Algunas de las proteínas identificadas en el rastreo con diferentes 

funciones y localizaciones subcelulares también interaccionaron con VQ10 (Fig. 15), lo 

cual sugiere que la posible redundancia de función entre VQ1 y VQ10 podría deberse 

potencialmente a una redundancia en sus patrones de interacción proteína-proteína. Sin 

embargo, la potencial redundancia funcional entre VQ1 y VQ10 no se vio reflejada en un 

efecto sinérgico en plantas con expresión reducida de ambos genes a la vez. Apenas 

unos pocos genes cambiaron su nivel de expresión en plantas no sometidas a estrés que 

expresaban un amiARN contra ambas dianas génicas simultáneamente cuando se 

compararon con plantas silvestres (resultados recientes del laboratorio no incluidos en 

esta Tesis). Estos datos sugieren que el papel redundante de las proteínas VQ1 y VQ10 

sería más relevante en plantas sometidas a alguna condición de estrés. 

Entre las proteínas que interaccionan con VQ1 hubo una sobrerrepresentación de 

proteínas con localización cloroplástica (Fig. 14A, Tabla 3). Sin embargo, tal y como se ha 

demostrado experimentalmente en esta Tesis, VQ1 y VQ10 no están localizadas en el 

cloroplasto, sino que co-localizan en el núcleo y el citoplasma (Fig. 16 y 17). Por tanto, 

estas interacciones podrían estar ocurriendo en el tránsito de las proteínas cloroplásticas 

desde el citoplasma donde se sintetizan hacia el orgánulo, formando estructuras más o 

menos complejas que podrían incluir desde dímeros con VQ1 o VQ10, trímeros con VQ1 

y VQ10 juntas, u oligómeros con otras proteínas. El efecto o función reguladora ejercidos 

por VQ1 o VQ10 sobre las proteínas diana con las que interaccionan podría ser muy 

diverso. Resulta interesante mencionar que una de las proteínas que se identificaron en 

el rastreo fue Toc75 (Translocon outer membrane complex 75), que es uno de los 

componentes del complejo Toc, un complejo proteico unido a la membrana cloroplástica 

que permite la traslocación de proteínas al cloroplasto (Baldwin et al., 2005), lo que 

podría sugerir que estas proteínas VQ podrían estar funcionando como guías facilitando 

la aproximación de las dianas al cloroplasto y más concretamente al sistema de 

translocación que facilita su entrada al orgánulo. Se han confirmado las interacciones in 

planta de VQ1 y VQ10 con una de las proteínas cloroplásticas identificadas en el rastreo, 

DXS. Según predicciones in silico, el motivo VQ sería relevante para la interacción. La 

interacción in planta se comprobó mediante Co-IP a partir de plantas co-transformadas 

con las proteínas de fusión DXS-GFP y HA-VQ1 o HA-VQ10 (Fig. 18B). La Co-IP permitió 
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identificar dos formas de la proteína DXS, una forma monomérica de 102 kDa 

correspondientes a la proteína DXS-GFP y una forma oligomérica de peso molecular 

mayor que 250 kDa (Fig. 18B). En nuestras condiciones de trabajo no se identificaron 

dímeros de DXS, que se han caracterizado previamente como la forma activa de la 

enzima (Di et al., 2023).  El equilibrio entre las formas monomérica y dimérica de DXS, 

que controla por tanto su actividad, está regulado por los productos de la ruta del MEP 

a través de un mecanismo alostérico (Di et al., 2023). Nuestros resultados mostraron que 

la co-expresión de DXS con VQ1 o VQ10 no alteró el patrón de localización punteada de 

DXS en los cloroplastos (Fig. 19). Sin embargo, sí que se observó una posible alteración 

de la oligomerización de DXS en presencia de VQ1 y VQ10 a través de un mecanismo 

redox que implicaría la participación de los grupos tiólicos de los residuos de C. Los 

resultados sugieren que, en condiciones reductoras, VQ1, y sobre todo VQ10, provocan 

la reducción en los niveles de oligómeros y la consecuente acumulación de monómeros 

de DXS en comparación con los niveles detectados en plantas que solo expresaban DXS 

(Fig. 20C). Este hipotético mecanismo redox podría establecer un equilibrio entre la 

oxidación/oligomerización mediada por puentes disulfuro y la 

reducción/monomerización de estos puentes disulfuro a grupos tiol en los residuos de 

C reactivos. VQ1 y VQ10 tienen un único residuo C reactivo ubicado en el bucle 

desordenado de las proteínas, y DXS contiene dos residuos C con capacidad para formar 

puentes disulfuro también en un bucle desordenado (Fig. 20A, B). Dado que los dos 

residuos C que pueden formar puentes disulfuro en DXS (C23 y C42) están los dos 

separados en un bucle desordenado de la proteína (Fig. 20A, B), la formación de puentes 

disulfuro intramoleculares está desfavorecida y, por tanto, es más probable que se 

formen puentes disulfuro intermoleculares. La posible regulación de VQ1 y VQ10 sobre 

el estado redox de DXS podría ocurrir por medio de un mecanismo similar al de las 

peroxirredoxinas (Liebthal et al., 2020), tal y como se resume en la Figura 41. La oxidación 

del grupo tiol de los residuos C de las proteínas VQ a ácido sulfénico desencadenada por 

un peróxido les permitiría funcionar como una C peroxidática sobre el grupo tiol 

reducido de una C diana de DXS, provocando la formación de un puente disulfuro 

intermolecular entre VQ y DXS que puede ser revertido después mediante la liberación 

de la forma tiol reducida de la presumible peroxirredoxina VQ1 o VQ10 y la formación 

de un nuevo puente disulfuro con otra proteína DXS (Fig. 41). La repetición de este ciclo 

redox permitiría la generación de oligómeros de DXS. Cuando existe un ambiente celular 

reductor, el estado redox de las proteínas VQ se mantendría reducido y serían proclives 

a formar puentes disulfuro con formas oxidadas de DXS, incluyendo oligómeros con 

múltiples puentes disulfuro intermoleculares. De manera que, en un ambiente reductor, 

estos puentes disulfuro se romperían y se formarían heterodímeros VQ-DXS unidos por 

otros puentes disulfuro y monómeros de DXS con el grupo tiol de residuos de C reducido 

(Fig. 41). Esta hipótesis sobre la función de las proteínas VQ1 y VQ10 sugiere que podrían 

estar actuando como 1-Cis peroxirredoxinas. Hasta ahora, solo se ha caracterizado una 

1-Cis peroxirredoxina en Arabidopsis: PER1 (Haslekås et al., 1998). La localización 

subcelular de PER1 es citoplásmica y nuclear (Stacy et al., 1996, 1999), al igual que VQ1 

y VQ10 (Fig. 16). Cabe destacar que se ha demostrado que las peroxirredoxinas tienen 

actividad antioxidante y la 1-Cis peroxirredoxina PER1 de cebada y arroz promueve la 
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resistencia al estrés oxidativo (Lee et al., 2000; Stacy et al., 1996). Sin embargo, no está 

tan claro que la PER1 de Arabidopsis proteja el embrión y la capa de aleurona de las 

semillas del estrés oxidativo (Haslekås et al., 1998). No obstante, en esta Tesis se ha 

correlacionado una mayor expresión de VQ10 con una mayor tolerancia de las semillas 

al estrés oxidativo desencadenado por el metil viológeno (Fig. 32). Cualquier estrés 

provoca cambios en el estado redox intracelular (Dat et al., 2000; Mittler et al., 2004; Van 

Breusegem & Dat, 2006). Estas condiciones provocan, entre otras reacciones, una 

acumulación de H2O2 y diversas enzimas antioxidantes entre las que se encuentran las 

peroxirredoxinas (Dietz, 2011; Foyer & Noctor, 2005; Hasanuzzaman et al., 2020). Por 

tanto, las peroxirredoxinas se encargan de controlar los niveles de ROS intracelular de 

manera directa mediante la eliminación de peróxido y peroxinitrito, y de manera indirecta 

participando en la señalización redox, es decir, oxidando otras proteínas para activar 

cascadas de señalización o uniéndose a otras proteínas mediante puentes disulfuro 

(Choudhary et al., 2020; Perkins et al., 2015). Así pues, la hipótesis de que VQ1 y VQ10 

podrían estar regulando la acumulación de ROS y la señalización redox de la planta a 

través de su posible actividad peroxirredoxina no es descartable. 

DXS controla el flujo de la ruta del MEP, es decir, es el paso limitante de la ruta (Volke et 

al., 2019; Wright et al., 2014). A pesar de eso, su sobreexpresión solo incrementa 

ligeramente la cantidad de isoprenoides (Wright et al., 2014). Esto es debido a que existe 

un mecanismo de feedback negativo que controla la ruta del MEP cuando sus productos 

finales (IDP y DMADP) se acumulan en exceso (Banerjee et al., 2013). Además, la forma 

activa de DXS es un dímero (Di et al., 2023), mientras que los monómeros inactivos de 

DXS son propensos a formar agregados, lo que lleva a la degradación de la proteína por 

parte del complejo Clp del cloroplasto (Pulido et al., 2016). Sin embargo, en condiciones 

de estrés se promueve la desagregación y reactivación de DXS (Pulido et al., 2016). Por 

tanto, existe la posibilidad de que VQ1 y VQ10 tengan un papel en la agregación o la 

desagregación de DXS, participando en el mecanismo de feedback negativo de la ruta 

del MEP y controlando la síntesis de isoprenoides y las respuestas a estrés. El mecanismo 

de acción de DXS en esta ruta, controlado por el feedback negativo, también podría 

explicar por qué no se han visto grandes cambios al medir la acumulación de 

isoprenoides en plantas con niveles alterados de VQ1 y/o VQ10 (Fig. 40). 

 



 

109 

 

 D i s c u s i ó n  

 

Figura 41. Modelo la regulación redox del estado de oligomerización de DXS mediado por la actividad 

1-Cis peroxirredoxina de las proteínas VQ1 y VQ10. 

 

La proteína VQ10 de Arabidopsis, más allá de su bien caracterizada interacción con 

WRKY18 para regular la defensa contra Botrytis cinerea (Chen et al., 2018), su respuesta 

al NO (Castillo et al., 2018), la hipoxia y el estrés oxidativo (Fig. 9 y 12), y ahora su posible 

papel en la regulación de procesos relacionados con el cloroplasto descrito en esta Tesis, 

sigue estando poco caracterizada. En el segundo apartado de resultados de esta Tesis, 

también se han identificado y caracterizado fenotipos asociados al aumento en la 

expresión de VQ10 en el mutante hipermórfico vq10-H y en plantas transgénicas 

sobreexpresoras VQ10ox, así como el análisis del transcriptoma completo de plantas 

mutantes vq10-H comparado con plantas silvestres Col-0 en normoxia e hipoxia. Ni la 

sobreexpresión de genes de respuesta a hipoxia (Fig. 34), ni la tolerancia a la hipoxia y la 

re-oxigenación después de un periodo de inundación (Fig. 35) se vio significativamente 

alterada en las plantas vq10-H, lo cual sugiere que VQ10 por sí sola no participa de 

manera determinante en las respuestas a la hipoxia. Estos resultados son consistentes 

con el grupo de genes que fueron co-regulados por la hipoxia en plantas silvestres y 

plantas vq10-H (Fig. 23C), que sugiere la existencia de un grupo de genes sensibles a la 

hipoxia que no fueron regulados por VQ10. Por otro lado, dado el limitado impacto del 

aumento en la expresión de VQ10 en el transcriptoma diferencialmente expresado de 

vq10-H en comparación con las plantas Col-0 tanto en normoxia como en hipoxia (Tablas 

4 y 5; Fig. 23A), junto con la incapacidad de VQ10 para unirse al ADN y regular la 
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transcripción descrita anteriormente (Tabla 2) (Jing & Lin, 2015), las funciones 

reguladoras ejercidas por la proteína deben depender de otras características.  

Se ha predicho que la proteína VQ10 tiene capacidad de unión al ARN (Tabla 2). Por 

tanto, además de a través de su interacción con otras proteínas, parte de sus funciones 

reguladoras podrían estar relacionadas con la regulación postranscripcional de los ARNs, 

modificando su estabilidad, sus PTMs o su procesamiento. El AS es probablemente uno 

de los procesos relacionados con el ARN que mayor efecto diferencial puede ejercer 

sobre los genes diana (Meyer et al., 2015). A través del análisis transcriptómico de plantas 

vq10-H y plantas Col-0, se identificaron un conjunto de eventos de AS diferenciales (Fig. 

27). Entre los menos de 10 genes diana de AS identificados en normoxia, se detectaron 

diferentes eventos de AS en el gen AGL42, que codifica un FT de tipo MADS box cuya 

expresión está enriquecida en el centro quiescente y la estela de las raíces, regula la 

percepción de brasinoesteroides en la epidermis y controla el tamaño del meristemo de 

la raíz (Hacham et al., 2011; Nawy et al., 2005). Además, AGL42 junto con otros FT MADS 

box, promueve la floración en el meristemo apical del tallo y los meristemos axilares a 

través de una ruta dependiente de giberelinas (Dorca-Fornell et al., 2011). En esta Tesis, 

se observó que la raíz de las plantas vq10-H crecía más activamente durante las primeras 

etapas de elongación de la raíz primaria (Fig. 30A), correlacionando con un meristemo 

radicular más grande (Fig. 30B, C) y una mayor tasa de división celular en la raíz (Fig. 29). 

Por otro lado, la tasa de división celular en el meristemo apical de las plantas cycB1:GUS 

en el fondo vq10-H no fue diferente al compararlas con las plantas cycB1:GUS en fondo 

silvestre (Fig. 29), pero sí que estaba incrementada tanto en el meristemo apical como 

en las raíces de las plantas cycB1:GUS en un fondo mutante nulo wrky33 (Fig. 31A). Estos 

resultados sugieren que la división celular podría estar regulada de manera opuesta por 

VQ10 y WRKY33, actuando como activador y represor, respectivamente. En las raíces, la 

activación por parte de VQ10 debería predominar sobre la represión por parte de 

WRKY33, ya que a las raíces de las plantas cycB1:GUS en fondo vq10-H no parece 

afectarles dicha represión (Fig. 29). A su vez, la actividad represora de WRKY33 

prevalecería en el meristemo apical (Fig. 29 y 31A). Sin embargo, en las plantas VQ10ox 

con niveles muy altos de expresión de VQ10, el tamaño del meristemo de la raíz fue 

menor que el de las raíces Col-0 (Fig. 30B, C), lo cual no correlaciona con los resultados 

obtenidos en vq10-H, e indicaría que la función represora de WRKY33 prevalecería en el 

meristemo de la raíz de estas plantas. Por tanto, hay alguna diferencia entre plantas vq10-

H y VQ10ox responsable de que no correlacione el tamaño de su meristemo radicular y, 

potencialmente, su tasa de división celular. El gen AGL42 no se detectó como 

diferencialmente expresado en plantas vq10-H, pero no se puede descartar que los 

eventos de AS que ocurren diferencialmente en el locus en plantas vq10-H en 

comparación con plantas Col-0 puedan estar involucrados. Resulta interesante que el 

cruce genético entre las plantas vq10-H y wrky33 haya dado lugar a plantas mutantes 

con un fenotipo de crecimiento muy acusado a pesar de no haber podido obtener 

plantas que sean dobles mutantes en homocigosis. Plantas con un genotipo combinado 

de una de las mutaciones en homocigosis y la otra en heterocigosis (VQ10/vq10-H con 

wrky33/wrky33, o vq10-H/vq10-H con WRKY33/wrky33) desarrollaron brotes enanos con 
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muchas hojas cloróticas y rizadas y retraso en la floración (Fig. 31B), un fenotipo que 

sugiere una alta proliferación celular en el meristemo apical del tallo y que podría ser 

consistente con una reducción de la función de AGL42 debido a la expresión de formas 

inactivas debido al AS en plantas vq10-H. Además, cabe destacar que se identificaron 

varios eventos de AS diferencial en las plantas vq10-H en hipoxia en el gen AT4G30820, 

que codifica una proteína relacionada con un factor ensamblador de quinasa 

dependiente de ciclina de la cual se han identificado 19 formas de AS diferentes y que 

está involucrada en el control de la división celular y la transcripción (Umeda et al., 2005). 

La tasa de germinación de las semillas vq10-H y VQ10ox fue significativamente mayor 

que la de semillas Col-0 en condiciones de estrés oxidativo (Fig. 32), lo que sugiere que 

VQ10 podría tener un papel en procesos antioxidantes. Sin embargo, entre los DEGs 

identificados en vq10-H no se encontró ningún gen codificante de enzimas 

antioxidantes. El segundo gen más inducido codifica el receptor de GTPasa Rab prenilado 

PRA1.F4 (Tabla 4), que participa en la salida de algunos tipos de proteínas del aparato 

de Golgi (Lee et al., 2017). Cabe destacar que el gen ICMEL2 estaba menos expresado en 

plantas vq10-H (Tabla 4). Este gen codifica una enzima que desmetila a proteínas 

preniladas involucradas en regular la sensibilidad y la señalización de ABA (Lan et al., 

2010) y podría ser también relevante para regular la función de la proteína prenilada 

PRA1.F4. La proteína cloroplástica GTPasa Rab CPRabA5e de Arabidopsis parece estar 

involucrada en el transporte de vesículas y promover la germinación de semillas y el 

crecimiento durante el estrés oxidativo (Karim et al., 2014), y otra proteína GTPasa Rab, 

AtRabG3e, que participa en el transporte de vesículas entre el aparato de Golgi y la 

membrana plasmática, se induce por estrés oxidativo (Mazel et al., 2004). Estos datos 

sugieren que la participación de VQ10 en la protección contra el estrés oxidativo, a pesar 

de no estar relacionada con genes que codifican proteínas antioxidantes, podría estar 

relacionada con la regulación de vías de señalización, como la regulación de proteínas 

Rab en el tráfico de vesículas entre compartimentos intracelulares. Además, las plantas 

vq10-H mostraron una represión del gen ICR4/RIP4, que codifica el interactor de la Rho 

GTPasa Constitutivamente Activa de las Plantas (ROPs) 4 (Tabla 4), lo que respalda la 

participación de la señalización relacionada con guanosina trifosfato (GTP) en la 

regulación ejercida por VQ10. Se ha publicado recientemente que la GTPasa ROP2 (RHO-

related protein from plants 2) participa en la reducción del tamaño de la raíz provocada 

por NO en Arabidopsis (Kenesi et al., 2023). En esta Tesis se ha observado que el gen 

VQ10 está regulado por el NO (Fig. 9 y 12A) y también que las plantas con mayores 

niveles de expresión de VQ10 fueron menos sensibles al NO que plantas Col-0 en 

ensayos de acortamiento de hipocótilos etiolados (Fig. 33), un fenotipo que también 

podría estar relacionado con la señalización mediada por la GTPasa ICR4/RIP4. Cabe 

destacar que las plantas vq10-H en normoxia mostraron tener significativamente 

reprimidos tres genes que codifican peroxidasas (Tabla 4). Algunas mutaciones en arroz 

que provocaron la acumulación de ROS también provocaron la represión de ocho genes 

de peroxidasas (Li et al., 2021b), y la represión de peroxidasas parece ser un marcador 

de las respuestas a estrés oxidativo en Arabidopsis (Choi et al., 2019), lo cual sugiere que 

las plantas vq10-H podrían estar sufriendo constitutivamente estrés oxidativo en 
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condiciones normales. Un estado constante de estrés oxidativo podría ser la razón por la 

que las semillas vq10-H toleran mejor la germinación tras aplicar metil viológeno (Fig. 

32). Niveles bajos de ROS conllevan una señalización que promueve la aclimatación y las 

respuestas a estrés, mientras que altas concentraciones de ROS llevan al daño oxidativo 

(Foyer & Noctor, 2009). Esta aclimatación podría darse mediante una transducción de 

señales por parte de VQ10 que, como ya se ha descrito anteriormente, podrían ser 

señales de tipo redox que iniciasen una cascada de ROS que mantuviese a la planta alerta 

y preparada para responder ante el estrés (Foyer & Noctor, 2009; Zandalinas et al., 2019). 

Otro posible mecanismo de acción de VQ10 podría estar relacionado con las 

mitocondrias, no en la generación de energía, sino en el metabolismo primario del 

carbono. El gen QQS, que codifica una proteína clave en la regulación del metabolismo 

del almidón, estaba reprimido en plantas vq10-H tanto en normoxia como en hipoxia 

(Tablas 4 y 5). La expresión de QQS y otros genes relacionados con el almidón pueden 

alterarse en condiciones de estrés oxidativo (Jones et al., 2016). También es importante 

destacar que los niveles de expresión de VQ10 aumentaron unas 2-2.5 veces en los 

mutantes de Arabidopsis sex1‐3 y sex4‐3, que acumulan almidón (código GEO 

GSE19260). Además, el almidón que se almacena en las semillas es la principal fuente de 

energía usada para la germinación, y el contenido de almidón afecta a la germinación de 

las semillas a través de alteraciones en el equilibrio almidón-azúcares debido a la 

alteración del metabolismo del almidón (Zhang et al., 2022b). La regulación redox y el 

metabolismo de ROS están interconectados y participan en la función de mitocondrias y 

cloroplastos (Suzuki et al., 2012). Los gradientes en el estado redox del NADPH, el 

metabolismo de la fotorespiración, y el metabolismo del carbono y el nitrógeno pueden 

influir en el flujo de energía y el equilibrio redox entre cloroplastos, mitocondrias y 

citoplasma, e interconectar estos orgánulos en una red redox más amplia (Foyer & 

Noctor, 2009; Noctor et al., 2007; Suzuki et al., 2012). De hecho, una de las proteínas 

identificadas como posibles interactoras de VQ1 y que luego se confirmó que también 

interaccionaba con VQ10 fue NDHL, una subunidad del complejo de la NADPH 

deshidrogenasa del cloroplasto (Shimizu et al., 2008). Además, un número significativo 

de proteínas identificadas como interactoras de VQ1 y potencialmente de VQ10 son 

proteínas de localización mitocondrial (Tabla A2), lo que apoyaría la existencia de 

funciones reguladoras de estas proteínas VQ sobre la función mitocondrial. 

A pesar de que en esta Tesis se ha comprobado que VQ1 y VQ10 se inducen al exponer 

las plantas al NO (Fig. 9 y 12A) y que las plantas con mayores niveles de expresión de 

VQ10 fueron menos sensibles al NO (Fig. 33), no se encontraron cambios con respecto a 

las plantas silvestres al medir los niveles de 3-nitroY libre tras la exposición al NO (Fig. 

36). Las plantas son capaces de percibir el NO por medio de proteínas modificadas 

postraduccionalmente por el NO como se ha publicado para la oxidación dependiente 

de NO y O2 del residuo C2 de los FT ERFVIIs por la ruta del N-degrón (Astier & 

Lindermayr, 2012; Gibbs et al., 2014; Pucciariello & Perata, 2017). Aunque entre los DEGs 

identificados al comparar vq10-H y Col-0 no se encontró ningún gen relacionado con 

esta ruta, entre las proteínas identificadas en el rastreo de doble híbrido en levadura se 

encontraba la proteína MAP1B (Tabla A2) que es una de las metionina aminopeptidasas 
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encargada de eliminar el residuo de metionina N-terminal de los ERFVIIs para prepararlos 

para la posterior oxidación de C2, su arginilación, poliubiquitinación, y degradación por 

el proteasoma. 

En resumen, los resultados presentados en esta tesis indican que VQ1 y VQ10 podrían 

actuar como proteínas señalizadoras en procesos de desarrollo y de respuesta a estrés, 

actuando como reguladoras a través de mecanismos que no dependen de la unión al 

ADN. Es probable que las acciones reguladoras de VQ1 y VQ10 se deban principalmente 

a interacciones con el ARN y con otras proteínas. En esta Tesis se ha descrito que las 

proteínas homólogas VQ1 y VQ10 interaccionan con muchas proteínas con 

localizaciones subcelulares muy diversas. Entre ellas, se encontró un gran porcentaje de 

proteínas cloroplásticas involucradas en el ensamblaje, función y mantenimiento de los 

fotosistemas, así como diversas enzimas que participan en el metabolismo del carbono, 

nitrógeno y azufre. Además, se observó una correlación entre la expresión alterada de 

VQ1 y VQ10, en plantas sobreexpresoras y líneas amiARN, y cambios en la eficiencia de 

la fotosíntesis, así como en la biogénesis de cloroplastos. Será necesario realizar más 

experimentos para comprobar si la regulación ejercida por VQ1 y VQ10 sobre la función 

del cloroplasto está relacionada con los fenotipos de mayor tolerancia al estrés oxidativo 

y menor sensibilidad a NO observados en esta Tesis en plantas vq10-H y VQ10ox. No 

obstante, la interacción proteína-proteína parece ser la clave para la regulación ejercida 

por estas proteínas VQ en múltiples procesos. Los resultados obtenidos sugieren que la 

interacción de VQ1 o VQ10 con DXS y, probablemente, con otras proteínas cloroplásticas 

identificadas en el rastreo de Y2H, podría retener a estas proteínas diana en el citoplasma, 

evitando que lleguen al cloroplasto o, por el contrario, podría facilitar el tránsito de estas 

proteínas hacia el cloroplasto, y hacerlo mediante mecanismos de regulación redox. Al 

estimar la eficiencia fotosintética de las plantas con expresión alterada de VQ1 y/o VQ10, 

se observó una mayor eficiencia en las plantas sobreexpresoras y una menor eficiencia 

en las líneas amiARN (Fig. 38). También se comprobó si la biogénesis de cloroplastos 

estaba afectada en las plantas con expresión alterada de VQ1 y/o VQ10. El análisis del 

contenido en clorofilas después de la desetiolación mostró niveles reducidos de clorofila 

tanto en las plantas VQ10ox como en las líneas dobles amiARN con expresión reducida 

de VQ1 y VQ10 a la vez (Fig. 39). Además, dado que DXS participa en las rutas de síntesis 

de isoprenoides, se midió por HPLC la acumulación de algunos de estos compuestos en 

plantas con niveles de expresión de VQ1 y/o VQ10 alterados. No se observaron 

resultados significativamente diferentes al medir la cantidad de clorofilas, carotenoides 

o tocoferoles (Fig. 40). 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la biogénesis y las funciones del cloroplasto, 

incluida la fotosíntesis, y también la tolerancia al estrés oxidativo y algunos procesos de 

desarrollo como el desarrollo de meristemos, podrían regularse mediante mecanismos 

mediados por la interacción de estas proteínas con diferentes proteínas clave o con el 

ARN. En general, las diferencia observadas en plantas con niveles alterados de VQ10 

siempre han sido más significativas que las observadas en plantas con niveles alterados 

de VQ1, sugiriendo que, de las dos, esta proteína tiene un efecto más importante en la 

regulación. No obstante, no se puede descartar que estas dos proteínas podrían ejercer 
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funciones redundantes ya que se ha demostrado que comparten características y 

fenotipos en numerosos análisis (Fig. 9-13, 15-19, 20 y 38). Que esta redundancia 

funcional se manifieste tanto en condiciones estándar como en situaciones de estrés es 

algo que queda por demostrar, pero datos preliminares disponibles en el laboratorio 

sugieren que esta potencial redundancia funcional en plantas no estresadas no se 

manifiesta desde luego en cambios en el transcriptoma (resultados no incluidos en esta 

Tesis). Por otro lado, dado el nivel de expresión muy bajo de los genes VQ1 y VQ10 en 

plantas no estresadas, es posible que los efectos reguladores no se manifiesten a nivel 

de planta o ni siquiera de órgano completo sino quizás a nivel celular. Comprobar esta 

hipótesis implicaría la necesidad de acometer técnicas de ARN-Sec a nivel celular que, 

aunque se plantean hacer en un futuro en el laboratorio, aún estamos lejos de poder 

realizar. 
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P E R S P E C T I V A S  F U T U R A S  
 

Las perspectivas futuras inmediatas en esta investigación estarían basadas en la 

demostración de la hipótesis de que VQ1 y VQ10 pudieran tener actividad 1-Cis 

peroxirredoxina. Para ello, se están generando versiones mutadas de VQ1 y VQ10 

cambiando sus residuos de C reactivos por residuos de serina (S), para el posterior 

análisis de la interacción in planta con DXS y también los experimentos de regulación 

redox. También sería necesario co-agroinfiltrar plantas de N. benthamiana con 

construcciones que expresen versiones de DXS y VQ1 o VQ10 fusionadas a proteínas 

fluorescentes para comprobar si existen cambios en la localización subcelular de estas 

proteínas. Toda esta experimentación adicional sin duda nos ayudaría a averiguar la 

función de estas proteínas y a conocer otros factores que pudieran estar actuando junto 

con ellas. Hay numerosas evidencias de que las proteínas VQ suelen actuar junto con FT 

WRKY y, concretamente en esta Tesis se incluye un caso en el que la interacción de VQ10 

con WRKY33 da lugar a fenotipos de desarrollo extremos. Una parte del trabajo futuro 

aún por explorar implica la interacción de VQ1 y VQ10, pero también de las otras 

proteínas VQ co-reguladas con los otros FT WRKY que fueron previamente identificados 

(León et al., 2021). De hecho, no es descartable que algunas de las funciones identificadas 

en esta Tesis impliquen la co-participación de otras proteínas VQ o WRKY. El posible 

modelo combinatorio de estas proteínas asociadas en complejos hará, no obstante, que 

dicha caracterización funcional pueda ser bastante compleja y difícil de analizar. 
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C O N C L U S I O N E S  
 

1. Los genes que codifican las proteínas VQ1, VQ10, VQ24, VQ27 y VQ32 se inducen 

por estrés oxidativo, hipoxia y NO, al igual que los que codifican para los factores 

de transcripción WRKY18, WRKY33, WRKY40 y WRKY75. En concreto, VQ1 y VQ10 

se inducen por hipoxia y NO a tiempos cortos que preceden a la activación de 

típicos genes marcadores para ambos factores. 

2. VQ1 y VQ10 presentan una alta potencialidad de interacción proteína-proteína. 

Son capaces de interaccionar entre ellas y consigo mismas, al igual que con un 

gran número de proteínas con localización subcelular muy diversa y, debido a 

que no poseen actividad transcripcional, podrían estar ejerciendo sus funciones 

mediante interacciones proteína-proteína. 

3. VQ1 y VQ10 se localizan en el núcleo y el citoplasma. Sin embargo, se ha 

identificado la interacción in planta de estas proteínas con la proteína 

cloroplástica DXS. Además, se ha observado que esta interacción modifica el 

patrón de oligomerización de DXS, que es relevante para su actividad. 

4. El efecto de la mutación vq10-H en el transcriptoma de Arabidopsis es muy 

limitado, tanto en normoxia como en hipoxia, lo que sugiere que los efectos 

fenotípicos detectados se deben a eventos de regulación no transcripcional. Esta 

regulación podría estar mediada tanto por interacciones proteína-proteína como 

por la modulación de la estabilidad, procesamiento o localización del ARN. 

5. VQ10 regula el desarrollo del meristemo de la raíz a través de procesos como la 

división o la elongación celular, y participa junto con WRKY33 en procesos de 

división celular y desarrollo de la planta. 

6. VQ10 aumenta la tolerancia al estrés oxidativo durante la germinación, pero 

disminuye la sensibilidad al NO y la tolerancia a la hipoxia y posterior re-

oxigenación. 

7. Plantas que sobreexpresan VQ1 o VQ10 presentan una mayor eficiencia 

fotosintética. Además, interaccionan con numerosas proteínas implicadas en el 

ensamblaje, mantenimiento y protección de los fotosistemas, lo que sugiere que 

VQ1 y VQ10 podrían regular positivamente la fotosíntesis mediante la protección 

de la maquinaria fotosintética en el cloroplasto. 
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Figura A1. Mapas de los vectores pMDC123SB-AtMIR390a-B/c (arriba) y pMDC32B-AtMIR390a-B/c 

(abajo). 
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Figura A2. Mapa del vector pAlligator2. 
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Figura A3. Mapa y secuencia del sitio de clonación del vector pGADT7. 
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Figura A4. Mapas de los vectores pGADT7-GW (arriba) y pGBKT7 (abajo). 
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Figura A5. Mapa del vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen). 
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Figura A6. Mapas de los vectores pMDC43 (arriba) y pMDC83 (abajo). 
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Figura A7. Mapa del vector pGWB454. 
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Tabla A1. Líneas transgénicas y construcciones utilizadas en esta Tesis. 

Línea 

transgénica Construcción Plásmido 

Selección en 

bacteria 

Selección en 

planta 

Selección 

en 

levadura 

cycB1,1:GUS 

(Col-0) 

cycB1,1:GUS pBIB-KAN Kanamicina Kanamicina - 

cycB1,1:GUS 

(vq10-H) 

cycB1,1:GUS pBIB-KAN Kanamicina Kanamicina - 

cycB1,1:GUS 

(wrky33) 

cycB1,1:GUS pBIB-KAN Kanamicina Kanamicina - 

amiR-VQ1-11, 

amiR-VQ1-13 

35S:AtMIR390a:amiARN-

VQ1 

pMDC123SB-

AtMIR390a-B/c 

(Fig. A1) 

Kanamicina BASTA - 

amiR-VQ10-9’ 35S:AtMIR390a:amiARN-

VQ10 

pMDC32B-

AtMIR390a-B/c 

(Fig. A1) 

Kanamicina Higromicina - 

amiR-VQ10-15 35S:AtMIR390a:amiARN-

VQ10 

pMDC123SB-

AtMIR390a-B/c 

(Fig. A1) 

Kanamicina BASTA - 

amiR-VQ1,10-

1-1,  

amiR-VQ1,10-7 

35S:AtMIR390a:amiARN-

VQ1:amiARN-VQ10 

pMDC123SB-

AtMIR390a-B/c 

(Fig. A1) 

Kanamicina BASTA - 

VQ1ox-13-3, 

VQ1ox-25-8 

35S:HA:VQ1 pAlligator2  

(Fig. A2) 

Espectinomicina pAt2s3:GFP - 

VQ10ox-5-3, 

VQ10ox-8-6 

35S:HA:VQ10 pAlligator2  

(Fig. A2) 

Espectinomicina pAt2s3:GFP - 

- 35S:GFP:VQ1 pMDC43  

(Fig. A6) 

Kanamicina - - 

- 35S:GFP:VQ10 pMDC43  

(Fig. A6) 

Kanamicina - - 

- 35S:VQ1:GFP pMDC83  

(Fig. A6) 

Kanamicina - - 

- 35S:VQ10:GFP pMDC83  

(Fig. A6) 

Kanamicina - - 

- 35S:VQ1:RFP pGWB454  

(Fig. A7) 

Espectinomicina - - 

- 35S:VQ10:RFP pGWB454  

(Fig. A7) 

Espectinomicina - - 

- 35S:DXS:GFP pB7GW2 Espectinomicina - - 

- GAL4-AD:VQ1 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:VQ1 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:VQ10 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:VQ10 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:VQ24 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:VQ24 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:VQ27 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:VQ27 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:VQ32 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:VQ32 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:WRKY18 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:WRKY18 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 
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- GAL4-AD:WRKY33 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:WRKY33 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:WRKY40 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:WRKY40 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:WRKY75 pGADT7-GW 

(Fig. A4) 

Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-BD:WRKY75 pGBKT7-GW  

(Fig. A4) 

Kanamicina - SD/-Trp 

- GAL4-AD:NDHL pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:ACT12 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:BBX24 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:SS1 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:UBC19 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:BRI1 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 

- GAL4-AD:eiF3 pGADT7 (Fig. A3) Ampicilina - SD/-Leu 
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Tabla A2. Proteínas interactoras de VQ1 identificadas en el rastreo de Y2H realizado con una genoteca 

normalizada de Arabidopsis Mate&Plate y su localización subcelular. La localización subcelular fue 

analizada con los términos GO de componentes celulares usando PANTHER (http://go.pantherdb.org/). 

AGI loci Anotación Símbolo Localización subcelular 

AT4G18260 
Citopchrome b561/ferric reductase 

transmembrane protein family B561M Vacuola 

AT3G29330 Zinc finger RNA-binding-like protein 

Q6E238; 

Q6E239 Núcleo 

AT3G59280 

AtPAM16_MUSE5_PAM16_TXR1__Protein 

Transporter, Pam16 TM16B Mitocondria 

AT1G70760 

CRR23_NdhL__inorganic carbon transport  

protein-related NDHL Cloroplasto 

AT5G54850 Unknown Q9FFU5  

AT1G34130 

STT3B__staurosporin and temperature  

sensitive 3-like b STT3B ER/Nucleolo 

AT5G29000 

PHL1__Homeodomain-like superfamily 

protein PHL1 Núcleo 

AT3G04790 

EMB3119__Ribose 5-phosphate isomerase, 

type A  

protein RPI3 Cloroplasto 

AT5G12960 Proline-tRNA ligase Q84W43  

AT5G66055 

AKRP_EMB16_EMB2036__ankyrin repeat 

protein AKRP Cloroplasto 

AT2G34070 TBL37__TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 37 TBL37 Golgi 

AT2G35790 Uncharacterized protein Q9ZQQ1 Mitocondria 

AT1G32960 ATSBT3.3_SBT3.3__Subtilase family protein SBT33 Secretada 

AT1G73350 Ankyrin repeat protein 

A8MS11; 

Q84WW0 Núcleo 

AT3G62420 

ATBZIP53_BZIP53__basic region/leucine 

zipper motif 53 BZP53 Núcleo 

AT3G08850 

ATRAPTOR1B_RAPTOR1_RAPTOR1B__HEAT 

repeat; 

WD domain, G-beta repeat protein protein RTOR1 Citoplasma 

AT2G32640 LCYB__Lycopene beta/epsilon cyclase protein 

F4ITT3; 

Q0WVA1 Cloroplasto 

AT4G32140 EamA-like transporter family O49378 Endomembrana 

AT3G20060 UBC19__ubiquitin-conjugating enzyme19 UBC19 Citoplasma/Núcleo 

AT3G51880 

AtHMGB1_HMGB1_NFD1__high mobility 

group B1 

F4J5M5; 

HMGB1 Núcleo 

AT1G75580 

SAUR51__SAUR-like auxin-responsive protein 

family Q9LR00 Membrana plasmática 

AT4G18390 

TCP2__TEOSINTE BRANCHED 1, cycloidea 

and PCF  

transcription factor 2 TCP2 Núcleo 

AT4G00100 

ATRPS13A_PFL2_RPS13_RPS13A__ribosomal  

protein S13A RS132 Citoplasma, ER, Nucleolo 

AT5G24300 

ATSS1_SS1__Glycogen/starch synthases,  

ADP-glucose type SSY1 Cloroplasto/Amiloplasto 

AT4G18970 

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily 

protein 

F4JSC9; 

GDL65 Secretada 

AT1G17720 

ATB BETA__Protein phosphatase 2A,  

regulatory subunit PR55 2ABB Citoplasma/Núcleo 

AT5G42470 BRISC and BRCA1-A complex member 2 Q5XF81 Citoplasma/Núcleo 

AT5G35630 ATGSL1_GLN2_GS2__glutamine synthetase 2 GLNA2 Cloroplasto/Mitocondria 

AT1G73970 Obscurin-like protein F4HTS4  

AT5G15090 

AtVDAC-3_ATVDAC3_VDAC3__voltage  

dependent anion channel 3 VDAC3 Membrana p/Mito 

AT3G13130 Unknown transmembrane protein Q9LK60 Endomembrana 

http://go.pantherdb.org/
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AT3G26510 Octicosapeptide/Phox/Bem1p family protein 

Q27GK5; 

Q6ID88  

AT3G16370 

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily 

protein APG2 Secretada 

AT4G16540 

Heat shock protein HSP20/alpha crystallin 

family O23498  

ATCG00490 RBCL__ribulose-bisphosphate carboxylases RBL Cloroplasto 

AT2G39990 

AteIF3f_EIF2_eIF3F__eukaryotic translation  

initiation factor 2 EIF3F Citoplasma 

AT1G11125 Uncharacterized protein F4I7D8  

AT3G50480 HR4__homolog of RPW8 4 HR4 Endomembrana 

AT2G05850 scpl38__serine carboxypeptidase-like 38 SCP38 Secretada 

AT4G10110 

RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family 

protein Q8GW25  

AT5G53330 

Ubiquitin-associated/translation elongation 

factor EF1B protein Q8LG11 Plastidio 

AT1G79530 

GAPCP-1__glyceraldehyde-3-phosphate  

dehydrogenase of Plastidio 1 G3PP1 Plastidio/Estroma 

AT2G10970 

Plant invertase/pectin methylesterase  

inhibitor superfamily protein Q9SKH8  

AT4G16140 proline-rich family protein O23462 Endomembrana 

AT5G13100 Uncharacterized protein Q9FYA0  

AT1G11910 

APA1_ATAPA1_AtPaspA1_PaspA1__aspartic  

proteinase A1 APA1 Vacuola 

AT3G23640, 

AT3G23650 

HGL1__heteroglycan glucosidase 1/protein  

kinase-related 

Q93Y12; 

F4J460 Cloroplasto 

AT3G06200 Guanylate kinase 3, Cloroplastoic GMK3 Cloroplasto 

AT3G13390 sks11__SKU5 similar 11 Q9LJF2 Cloroplasto 

AT5G52320 

CYP96A4__Citopchrome P450, family 96, 

subfamily A, polypeptide 4 Q9FHC8 Membrana cloroplasto 

AT3G04720 

AtPR4_HEL_PR-4_PR4__pathogenesis-related 

4 HEVL Vacuola 

AT4G15520 

tRNA/rRNA methyltransferase (SpoU) family 

protein Q8GYT1  

AT3G06850 

BCE2_DIN3_LTA1__2-oxoacid 

dehydrogenases  

acyltransferase family protein ODB2 Mitocondria 

AT2G34620 

mTERF10__Mitocondrial transcription 

termination  

factor family protein O64685 Mitocondria 

AT5G23090 NF-YB13__nuclear factor Y, subunit B13 

F4KBG0; 

F4KBG1;NC2

B Núcleo 

AT1G64510 

PRPS6__Translation elongation factor 

EF1B/ribosomal  

protein S6 family protein RR6 Plastidio/Cloroplasto 

AT5G27030 TPR3__TOPLESS-related 3 F4K2T3;TPR3 Núcleo 

AT3G05840 

ATSK12_ASK3__Protein kinase superfamily 

protein KSG3 Citoplasma/Córtex cel 

AT5G15800/

AT3G02310 

AGL2_SEP1/AGL4_SEP2__K-box region and  

MADS-box transcription factor family protein 

F4KB90; 

SEP1/SEP2 Núcleo 

AT3G22680 

DMS7_RDM1__RNA-DIRECTED DNA 

METHYLATION 1 RDM1 Núcleo 

AT3G47420 

AtG3Pp1_ATPS3_G3Pp1_PS3__phosphate  

starvation-induced gene 3 GLPT1 Endomembrana 

AT4G27130 

Translation initiation factor SUI1 family 

protein SUI11 Citoplasma 

AT4G24460 

CLT2__CRT (chloroquine-resistance 

transporter)-like transporter 2 CLT2 Membrana plastidio 
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AT1G06040 BBX24_STO__B-box zinc finger family protein 

BBX24;F4IBY

7 Núcleo 

AT4G26520 AtFBA7_FBA7__Aldolase superfamily protein ALFC7 Citoplasma 

AT2G19640 

ASHR2_SDG39__ASH1-related protein  

2_Histone-lysine N-methyltransferase ASHR2 Núcleo 

AT2G20630 PIA1__PP2C induced by AVRRPM1 P2C20 Mitocondria 

AT5G20550 

2-oxoglutarate (2OG) and Fe(II)-dependent  

oxygenase superfamily protein Q8LF12  

AT2G07725 Ribosomal L5P family protein Q6NMS1 Mitocondria 

AT4G26850 

GGP_VTC2__mannose-1-phosphate  

guanylyltransferase (GDP)s; 

GDP-galactose:mannose-1-phosphate 

guanylyltransferases; 

GDP-galactose:glucose-1-phosphate  

guanylyltransferases; 

GDP-galactose:myoinositol-1-phosphate 

guanylyltransferases;glucose-1-phosphate 

guanylyltransferase GGAP1 Citoplasma/Núcleo 

AT1G61870 

PPR336_rPPR1__pentatricopeptide repeat 

336 PPR87 Membrana interna mitocondria 

AT1G78240 

OSU1_QUA2_TSD2__S-adenosyl-L-

methionine- 

dependent methyltransferases superfamily 

protein PMTT Golgi 

AT5G50665 Uncharacterized protein 

F4KAD6; 

Q6DBB7  

AT1G70680 

Caleosin-related family protein_Probable  

peroxygenase 5 PXG5 Endomembrana 

AT3G59870 Uncharacterized protein Q9M1Y7 Estroma 

AT3G17510 

CIPK1_SnRK3.16__CBL-interacting protein 

kinase 1 CIPK1 Membrana plasmática 

AT4G00895 

ATPase, F1 complex, OSCP/delta subunit 

protein Q8W481  

AT1G74260 PUR4__purine biosynthesis 4 PUR4 Cloroplasto/Mitocondria 

AT3G26934 Uncharacterized protein Q9LJF6  

AT1G30510 ATRFNR2_RFNR2__root FNR 2 FNRR2 Cloroplasto 

AT5G14260 Rubisco methyltransferase family protein Q8VZB5 Estroma 

AT2G28315 UXT1__UDP-xylose transporter 1 UXT1 Golgi/ER 

AT1G25510 Eukaryotic aspartyl protease family protein Q9C6M0  

AT4G08950 

EXO__EXORDIUM_Phosphate-responsive 1  

family protein EXO Secretada 

AT1G76920 

SKP1-interacting partner 15_F-box family 

protein SKI15 Núcleo 

AT3G01230 

Splicing regulatory glutamine/lysine-rich-like 

protein Q9MAD2  

AT2G04790 PTB domain engulfment adapter 

F4IFB5;F4IFB

6;Q6ICW4  

AT5G09550 

GDI__GDP dissociation inhibitor family 

protein /  

Rab GTPase activator family protein GDI Citoplasma/Secretada 

AT4G04078 Uncharacterized protein of 35 aa B3H7E1  

AT1G47380 Protein phosphatase 2C family protein P2C12  

AT1G52540 Protein kinase superfamily protein Q8LDB7 Membrana plasmática/Plasmodesmo 

AT3G18060 

Actin-interacting protein 1-2_transducin 

family  

protein / WD-40 repeat family protein AIP12 

Citoplasma/ 

Citoesqueleto 

AT2G44160 

MTHFR2__methylenetetrahydrofolate 

reductase 2 MTHR2 Citoplasma 
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AT1G12050 

AtFAH_FAH_SSCD1__fumarylacetoacetase, 

putative FAH Citoplasma/Secretada 

AT2G25830 

YebC-related probable transcriptional  

regulatory protein U082 Cloroplasto/Vacuola 

AT4G35060 

HIPP25__Heavy metal 

transport/detoxification  

superfamily protein HIP25 Membrana plasmática/Plasmodesmo 

AT3G13400 sks13__SKU5 similar 13 Q9LJF1 Secretada 

AT3G02740 Eukaryotic aspartyl protease family protein Q9M8R6 

Citoplasma/Membrana 

plasmática/Plasmodesmo 

AT3G54830 

Amino acid transporter 

AVT1B_Transmembrane  

amino acid transporter family protein AVT1B Membrana 

AT5G37475 Translation initiation factor eIF3 subunit Q8GRX2 Citoplasma 

AT3G54050 

Fructose-1,6-bisphosphatase 1, 

Cloroplastoic_cfbp1_HCEF1__high cyclic  

electron flow 1 F16P1 Estroma 

AT5G43060 

RD21B__Granulin repeat cysteine protease  

family protein RD21B ER/Vacuola/Secretada 

AT5G19620 

ATOEP80_EMB213_OEP80_TOC75-V__outer  

envelope protein of 80 kDa OEP80 Membrana externa cloroplasto 

AT2G44410 RING/U-box superfamily protein Q6NLR3 ER/Núcleo 

AT1G03250 R3H domain protein 

F4I0U6; 

Q8L3X7  

AT3G27220 

HUP6_Hypoxia response unknown protein  

6_Galactose oxidase/kelch repeat 

superfamily  

protein Y3272 Endomembrana 

AT4G13220 Uncharacterized protein Q6NLB6 Endomembrana 

AT5G04140 

FD-GOGAT_GLS1_GLU1_GLUS__glutamate  

synthase 1 GLTB1 Estroma/Mito 

AT3G51130 PHAF1 protein Q9SD33  

AT5G04590 SIR__sulfite reductase Q9LZ66;SIR Estroma 

AT2G30490 

ATC4H_C4H_CYP73A5_REF3__cinnamate-4-

hydroxylase TCMO Endomembrana 

AT1G23820 SPDS1__spermidine synthase 1 

F4I7M5;SPD

S1  

AT3G54130 

Ataxin-3 homolog_Josephin family  

protein_Transcription repressor ATX3H Núcleo 

AT5G23730 

EFO2_RUP2__Transducin/WD40 repeat-like  

superfamily protein RUP2 Citoplasma/Núcleo 

AT4G13540 Golgin family A protein Q9T0H4 Peroxisoma 

AT4G23840 Leucine-rich repeat (LRR) family protein Q8L4C7  

AT3G23200 

CASPL5B3__Uncharacterised protein family  

(UPF0497) CSPLG Membrana plasmática 

AT3G54210 

PRPL17__Ribosomal protein L17 family 

protein RK17 Cloroplasto 

AT2G46280 

TIF3I1_TRIP-1_TRIP1__TGF-beta receptor  

interacting protein 1 EIF3I;F4II65 Citoplasma 

AT3G13110 

ATSERAT2;2_SAT-1_SAT-A_SAT-

M_SAT3_SERAT2; 

2__serine acetyltransferase 2;2 SAT3 Mitocondria 

AT3G49360 PGL2__6-phosphogluconolactonase 2 6PGL2 Citoplasma 

AT5G46180 

DELTA-OAT__ornithine-delta-

aminotransferase Mitocondrial OAT Mitocondria 

AT1G17350 

Probable complex I intermediate-associated 

protein 30_NADH:ubiquinone 

oxidoreductase intermediate-associated 

protein 30 CIA30;F4I7I6 Mitocondria 

AT5G24420 PGL5__6-phosphogluconolactonase 5 6PGL5 Citoplasma 
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AT5G20900 

JAZ12_TIFY3B__jasmonate-zim-domain 

protein 12 TIF3B Núcleo 

AT1G32580 

Multiple organellar RNA editing factor 5, 

Cloroplastoic/Mitocondrial MORF5__Plastidio 

developmental protein DAG, putative MORF5 Clorop/Mito 

AT1G73750 

Uncharacterised conserved protein 

UCP031088, alpha/beta hydrolase Q8W568  

AT5G15140 

Galactose mutarotase-like superfamily  

protein_Aldose 1-epimerase family protein Q9LXG7  

AT5G58110 chaperone binding;ATPase activators Q9FGT3 Citoplasma 

AT1G20696 

HMGB3_NFD03_NFD3__high mobility group 

B3 HMGB3 Citoplasma/Núcleo 

AT4G36500 Uncharacterized protein O23231  

AT3G17330 

ECT6__evolutionarily conserved C-terminal  

region 6 

A8MPR6; 

Q1JPL5 Citoplasma 

AT5G16390 

BCCP_BCCP-1_BCCP1_CAC1_CAC1-

A_CAC1A__Cloroplastoic acetylcoenzyme  

A carboxylase 1 

BCCP1;F4KE

21 Cloroplasto 

AT5G65840 Thioredoxin superfamily protein Q8L5Y8 Estroma 

AT2G36250 

ATFTSZ2-1_FTSZ2-1__Tubulin/FtsZ family 

protein FTZ21 Estroma/Tilacoide 

AT1G04140 

Transducin family protein / WD-40 repeat  

family protein 

F4I458; 

Q94C94  

AT3G51250 

Senescence/dehydration-associated  

protein-related SDEH3 Membrana plasmática/Plasmodesmo 

AT3G32930 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase Q9LHC4 Envoltura cloroplasto 

AT2G33590 

AtCRL1_CRL1__NAD(P)-binding Rossmann-

fold superfamily protein O22809 Cloroplasto 

AT1G15030 Uncharacterized protein Q9M9Q2  

AT3G26900 ATSKL1_SKL1__shikimate kinase like 1 SKL1 Cloroplasto 

AT1G13440 

GAPC-2_GAPC2__glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase C2 

F4HQT1; 

G3PC2 Citoplasma/Núcleo 

AT5G50100 

DCC1__Putative thiol-disulphide 

oxidoreductase  

DCC Y5010 Cloroplasto 

AT3G07525 

ATATG10_ATG10__autophagoCitopsis-

associated  

family protein ATG10 Endomembrana 

AT5G47810 PFK2__phosphofructokinase 2 PFKA2 Citoplasma 

AT5G49030 

OVA2__tRNA synthetase class I (I, L, M and V)  

family protein 

F4K4Q2;SYI

M  

AT1G56700 Peptidase C15, pyroglutamyl peptidase I-like 

A8MSE7; 

Q9FXC0 Citoplasma 

AT5G18650 

MIEL1__CHY-type/CTCHY-type/RING-type 

Zinc  

finger protein MIEL1 Citoplasma/Núcleo 

AT2G31610 40S ribosomal protein S3-1 RS31 

Citoplasma/Núcleo/Cloroplasto/Peroxi

soma/Plasmodesmo/Vacuola 

AT5G08100 

ASPGA1__N-terminal nucleophile 

aminohydrolases  

(Ntn hydrolases) superfamily protein 

ASPGA;F4K9

K7  

AT3G27930 AtOM47_OM47 

F4IXS2;Q8W

106 Membrana externa mitocondria 

AT1G55880 

Pyridoxal-5'-phosphate-dependent enzyme  

family protein 

F4I3G8; 

Q6NKY5 Endomembrana 

AT5G15025 Unknown Q9LFQ2 Núcleo 

AT2G42910 

AtPRS4_PRS4__Phosphoribosyltransferase  

family protein KPRS4 

Citoplasma/Membrana 

plasmática/Plasmodesmo 

AT4G04460 

AtPaspA3_PaspA3__Saposin-like aspartyl  

protease family protein 

APA3;F4JGD

2 Secretada 
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AT3G17900 Uncharacterized protein Q9ASZ4 Golgi 

AT4G14930 

Survival protein SurE-like 

phosphatase/nucleotidase Q8LAM2 Citoplasma 

AT2G34860 

PHOTOSYSTEM I ASSEMBLY 2, 

Cloroplastoic_EDA3_PSA2__DnaJ/Hsp40  

cysteine-rich domain superfamily protein PSA2 Cloroplasto 

AT1G78450 SOUL heme-binding family protein Q9SYN6  

AT1G74070 

Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase  

family protein CP26B Cloroplasto 

AT1G53400 Ubiquitin domain-containing protein Q9MAG2  

AT1G56500 

SUPPRESSOR OF QUENCHING 1, 

Cloroplastoic_SOQ1__haloacid 

dehalogenase-like hydrolase family protein SOQ1 Tilacoide 

AT4G28556 

RIC7__PAK-box/P21-Rho-binding family 

protein RIC7 

Citoplasma/Núcleo/Membrana 

plasmática 

AT3G55380 UBC14__ubiquitin-conjugating enzyme 14 

F4IWU7;UBC

14  

AT5G58680 ARM repeat superfamily protein Q8LGC7 Citoplasma/Núcleo 

AT1G42960 Inner membrane localized protein Q9C7S3 Cloroplasto/Núcleo 

AT4G17560 50S Ribosomal protein L19-1 RK191 Cloroplasto 

AT2G42230 

C-CAP/cofactor C-like domain-containing 

protein 

F4IN01; 

Q66GP5 Citoplasma/Citoesqueleto 

AT4G02195 

ATSYP42_ATTLG2B_SYP42_TLG2B__syntaxin 

of  

plants 42 SYP42 Golgi 

AT1G19800 ABCI14_TGD1__trigalactosyldiacylglycerol 1 TGD1 Membrana interna cloroplasto 

AT5G12040 

Omega-amidase, 

Cloroplastoic_Nitrilase/cyanide hydratase 

and apolipoprotein N-acyltransferase  

family protein NILP3 Cloroplasto 

AT1G79500 

AtkdsA1_KDO8PS__Aldolase-type TIM barrel  

family protein KDSA1 Citoplasma 

AT4G15560 

AtCLA1_CLA_CLA1_DEF_DXPS2_DXS_DXS1__ 

Deoxyxylulose-5-phosphate synthase DXS Estroma 

AT2G05790 O-Glycosyl hydrolases family 17 protein F4IHD3 Membrana plasmática 

AT3G46520 ACT12__actin-12 ACT12 Citoplasma/Citoesqueleto 

AT5G26990 DEHYDRATION-INDUCED 19 homolog 6 DI196 Núcleo 

AT3G55770 

WLIM2b__GATA type zinc finger transcription  

factor family protein 

F4IY33;WLI2

B Citoplasma/Citoesqueleto 

AT4G18810 

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily 

protein 

F4JRN8; 

Q8VYA4 

Citoplasma/Cloroplasto/ 

Vacuola 

AT4G28610 

AtPHR1_PHR1__phosphate starvation 

response 1 PHR1 Núcleo 

AT2G40330 PYL6_RCAR9__PYR1-like 6 PYL6 

Citoplasma/Núcleo/Membrana 

plasmática 

AT3G18050 GPI-anchored protein Q9LV36 Endomembrana 

AT5G28020 

Bifunctional L-3-cyanoalanine 

synthase/cysteine  

synthase D2 

CYSD2;F4K5

T1 Citoplasma 

AT2G29400 

PP1-AT_TOPP1__type one protein 

phosphatase 1 PP11 Citoplasma/Núcleo 

AT5G37600 

ATGLN1;1_ATGSR1_GLN1;1_GSR 

1__Glutamine  

synthetase Citopsolic isozyme 1-1 GLN11 Citoplasma 

AT1G54030 

ERMO3_GOLD36_MVP1_NUC__GDSL-like 

Lipase/Acylhydrolase superfamily protein GDL21 ER/Vacuola 

AT5G22810 

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily 

protein GDL78 Secretada 
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AT4G26930 AtMYB97_MYB97__myb domain protein 97 MYB97 Núcleo 

AT4G33520 

AtHMAC6_HMA6_PAA1_PCH1__P-type ATP-

ase 1 

F4JIZ4;HMA

6 Endomembrana 

AT3G04280 ARR22_RR22__response regulator 22 ARR22 Núcleo 

AT1G74880 

NDH-O_NdhO__NAD(P)H:plastoquinone  

dehydrogenase complex subunit O NDHO Tilacoide 

AT2G39720 

Probable E3 ubiquitin-protein ligase 

RHC2A_RHC2A__RING-H2 finger C2A RHC2A Citoplasma 

AT3G59980 Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein Q9M1X8 Núcleo 

AT3G02640 Uncharacterized protein Q9M878 Endomembrana 

AT1G56010 

anac021_ANAC022_NAC1__NAC domain  

containing protein 1 NAC22 Núcleo 

AT4G35220 CYCLASE2__Cyclase family protein CYL2 Secretada/Endomembrana 

AT5G27280 Zim17-type zinc finger protein O04646 Mitocondria 

AT4G22930 DHOASE_PYR4__pyrimidin 4 PYRC Mitocondria 

AT3G20510 

FATTY ACID EXPORT 

6_FAX6__Transmembrane  

proteins 14C FAX6 Endomembrana 

AT2G34410 

REDUCED WALL ACETYLATION 3 RWA3__O-

acetyltransferase family protein RWA3 Golgi 

AT2G05632 Uncharacterized protein of 52 aa with 4C Q0WU16  

AT3G11830 

T-complex protein 1 subunit eta TCP-

1/cpn60  

chaperonin family protein TCPH Citoplasma 

AT5G20500 Glutaredoxin-C4 GRXC4 Citoplasma 

AT4G13270 

Late embryogenesis abundant (LEA)  

hydroxyproline-rich glycoprotein family Q52K84 Endomembrana 

AT5G46210 ATCUL4_CUL4__cullin4 CUL4 Núcleo 

AT5G59840 

AtRabE1b__Ras-related small GTP-binding  

family protein Q9FJF1 

Membrana plasmática/Plasmodesmo/ 

Plastidio 

AT2G44745 

AtWRKY12_WRKY12__WRKY family 

transcription  

factor WRK12 Núcleo 

AT4G05450 

Adrenodoxin-like protein 1, 

Mitocondrial_ATMFDX1_MFDX1__Mitocondri

al  

ferredoxin 1 MFDX1 Mitocondria 

AT3G46970 

ATPHS2_PHS2__alpha-glucan phosphorylase 

2 PHS2 Citoplasma 

AT5G18260 RING/U-box superfamily protein Q9FK45  

AT3G27810 

ATMYB21_ATMYB3_MYB21__myb domain  

protein 21 MYB21 Núcleo 

AT1G24480 

S-adenosyl-L-methionine-dependent  

methyltransferases superfamily protein Q9FYL5 Endomembrana 

AT1G75280 

Isoflavone reductase homolog P3_NmrA-like  

negative transcriptional regulator family 

protein IFRH Citoplasma 

AT5G15030 

Paired amphipathic helix (PAH2) superfamily  

protein Q9LFQ2 Núcleo 

AT4G26000 

PEP__RNA-binding KH domain-containing  

protein PEPPER PEP Núcleo 

AT2G20360 

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha 

subcomplex subunit 9, Mitocondrial NDUA9 Mitocondria 

AT3G01480 

Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase_ATCYP38_CYP38__cyclophilin 38,  

Cloroplastic CYP38 Tilacoide 

AT4G32770 

ATSDX1_VTE1__tocopherol cyclase, 

Cloroplasto /  

vitamin E deficient 1 (VTE1) / sucrose export  TOCC Cloroplasto/plastoglóbulo 
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defective 1 (SXD1) 

AT2G36530 ENO2_LOS2__Enolase ENO2 

Citoplasma/Núcleo/Membrana externa 

mitocondria 

AT1G58235 Uncharacterized protein of 74 aa Q93ZI5  

AT2G21385 AtCGLD11_BFA3_CGLD11 

A8MQF3; 

F4IGM4; 

Q94AU3 Cloroplasto/Mitocondria 

AT4G32520 

AtSHMT3_SHM3__serine 

hydroxymethyltransferase 3 GLYP3 Cloroplasto 

AT3G54110 

ATPUMP1_ATUCP1_PUMP1_UCP_UCP1__plan

t  

uncoupling Mitocondrial protein 1 PUMP1 Membrana interna mitocondria 

AT5G24530 

DOWNY MILDEW RESISTANCE 6_DMR6__2- 

oxoglutarate (2OG) and Fe(II)-dependent  

oxygenase superfamily protein DMR6  

AT1G25230 Purple acid phosphatase 4 PPA4 Secretada 

AT3G25900 

ATHMT-1_HMT-1__Homocysteine  

S-methyltransferase family protein 

F4JBA7; 

F4JBA8; 

HMT1  

AT1G60010 D-ribose-binding periplasmic protein Q9ZUJ2  

AT1G34000 

Light-harvesting complex-like protein OHP2, 

Cloroplastoic__one-helix protein 2 OHP2 Tilacoide 

AT4G35550 

ATWOX13_HB-4_WOX13__WUSCHEL  

related homeobox 13 WOX13 Núcleo 

AT5G37478 

TPX2 (targeting protein for Xklp2) protein 

family F4K773 Citoplasma/Citoesqueleto 

AT2G26340 Uncharacterized protein 

F4IUI9; 

F4IUJ0 Tilacoide/Peroxisoma 

AT2G30170 PBCP__Protein phosphatase 2C protein 26 P2C26 Cloroplasto 

AT4G00570 NAD-ME2__NAD-dependent malic enzyme 2 MAO2 Mitocondria 

AT1G80070 

PRP8_SUS2__Pre-mRNA-processing-splicing 

factor 8A PRP8A Núcleo 

AT1G59900 

Pyruvate dehydrogenase E1 component 

subunit alpha-1, Mitocondrial ODPA1 Mitocondria 

AT1G53000 

3-deoxy-manno-octulosonate 

cytidylyltransferase, Mitocondrial KDSB Membrana externa mitocondria 

AT3G06483 

ATPDHK_PDK__pyruvate dehydrogenase 

kinase Mitocondrial PDK Mitocondria 

AT1G23560 Domain of unknown function (DUF220) Q9ZUD8  

AT4G01970 

Probable galactinol--sucrose 

galactosyltransferase 4_RS4_STS__stachyose 

synthase RFS4  

AT5G05010 

Coatomer subunit delta_Clathrin adaptor 

complexes medium subunit family protein COPD Citoplasma/Golgi 

AT4G39400 

ATBRI1_BIN1_BRI1_CBB2_DWF2__Leucine-

rich receptor-like protein kinase family 

protein BRI1 Membrana plasmática/Endomembrana 

AT5G42030 ABIL4__ABL interactor-like protein 4 ABIL4 Citoplasma/Citoesqueleto 

AT4G03210 

XTH9__xyloglucan 

endotransglucosylase/hydrolase 9 F4JI68;XTH9 Secretada 

AT5G47310 

PPPDE putative thiol peptidase family 

protein_Deubiquitinase Q9LVS8  

AT4G26970 ACO2__aconitase 2 Mitocondrial ACO2M Mitocondria 

AT3G09630 SAC56__Ribosomal protein L4/L1 family 

Q2V3X4; 

RL4A Citoplasma/Ribosoma 

AT1G65840 ATPAO4_PAO4__polyamine oxidase 4 PAO4 Peroxisoma 

AT1G75460 

ATP-dependent protease La (LON) domain 

protein Q9FWT4 Cloroplasto 

AT2G41410 Probable calcium-binding protein CML35 CML35 Citoplasma 
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AT2G13570 NF-YB7__nuclear factor Y, subunit B7 NFYB7 Núcleo 

AT3G55290 

SDRd__NAD(P)-binding Rossmann-fold 

superfamily protein 

F4JFB9; 

Q94AL3 Peroxisoma 

AT5G40200 DEG9_DegP9__DegP protease 9 DEGP9 Núcleo 

AT4G31990 

AAT3_ASP5_ATAAT1__aspartate 

aminotransferase 5 

AAT5; 

B9DG21; 

F4JTH0 Cloroplasto/Amiloplasto 

AT2G36000 

EMB3114__Mitocondrial transcription 

termination factor family protein 

Q8S8E4; 

Q9SJ50 Mitocondria 

AT1G24050 RNA-processing, Lsm domain Q8L466  

AT2G23080 Casein kinase II subunit alpha-3 CSK23 Citoplasma/Núcleo 

AT5G63980 

SAL1 

phosphatase_ALX8_AtFRY1_ATSAL1_FRY1_H

OS2_RON1_SAL1_SUPO1__Inositol 

monophosphatase family protein DPNP1  

AT5G20350 

Protein S-acyltransferase 24_TIP1__Ankyrin 

repeat family protein with DHHC zinc finger 

domain ZDH22 Golgi 

AT1G27770 ACA1_PEA1__autoinhibited Ca2+-ATPase 1 

ACA1; 

F4HUS8 Endomembrana 

AT3G13510 Protein of Unknown Function (DUF239) Q9LJE0  

AT5G58950 Protein kinase superfamily protein Q9FIL6  

AT1G76450 

PsbP domain-containing protein 3, 

Cloroplastoic_Photosystem II reaction center 

PsbP family protein PPD3 Tilacoide 

AT5G45130 

Ras-related protein RABF2a_ATRABF2A_RAB-

F2A_RAB5A_RABF2A_RHA1__RAB homolog 1 RAF2A Endomembrana 

AT2G33255 

Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) 

superfamily protein GPPL3 Cloroplasto/Citoplasma/ER 

AT5G07020 

MAINTENANCE OF PSII UNDER HIGH LIGHT 

1 MPH1__proline-rich family protein MPH1 Tilacoide 

AT3G12480 NF-YC11__nuclear factor Y, subunit C11 Q9LHG0 Núcleo 

AT5G00480 Uncharacterized protein 

A0A178ULA

0  

AT5G14450 

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily 

protein GDL76 Secretada 

AT1G12910 

ATAN11_LWD1__Transducin/WD40 repeat-

like superfamily protein LWD1 Núcleo 

AT1G66250 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 2_O-

Glycosyl hydrolases family 17 protein E132 Membrana plasmática 

AT1G17620 

Late embryogenesis abundant (LEA) 

hydroxyproline-rich glycoprotein family Q9LNP3 

Núcleo/Membrana 

plasmática/Plasmodesmo 

AT4G16510 

YbaK/aminoacyl-tRNA synthetase-associated 

domain Q940I4  

AT2G43810 

LSM6B__Small nuclear ribonucleoprotein 

family protein LSM6B Citoplasma/Núcleo 

AT1G13270 

MAP1B_MAP1C__methionine 

aminopeptidase 1B Cloroplastoic 

F4HQQ8; 

MAP1B Cloroplasto 

AT1G72160 

Patellin-3 PATL3__Sec14p-like 

phosphatidylinositol transfer family protein PATL3 Endomembrana/Citoplasma 

AT2G39460 60S ribosomal protein L23a-1 R23A1 

Citoplasma/Ribosoma/Golgi/ 

Nucleolo/Secretada/ 

Plasmodesmo 

AT4G18640 

MALE DISCOVERER 2 

MDIS2_MRH1__Leucine-rich repeat protein 

kinase family protein MDIS2 Endomembrana 

AT5G39740 60S ribosomal protein L5-2 RL52 Citoplasma/Núcleo/Nucleolo 

AT3G25050 

AtXTH3_XTH3__xyloglucan 

endotransglucosylase/hydrolase 3 XTH3 Secretada 

AT5G09620 Octicosapeptide/Phox/Bem1p family protein Q9LXC6 Membrana plasmática 
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AT5G22420 FAR7__fatty acid reductase 7 FACR7 Endomembrana 

AT1G28660 

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily 

protein GDL12 Secretada 

AT5G47030 

ATPase, F1 complex, delta/epsilon subunit 

Mitocondrial ATP4 Mitocondria 

AT4G32551 

LUG_RON2__Transcriptional corepressor 

LEUNIG_LisH dimerisation motif;WD40/YVTN 

repeat-like-containing domain 

F4JUD2; 

LEUNIG Núcleo 

AT3G60450 Phosphoglycerate mutase family protein Q9M214  

AT3G62550 

Adenine nucleotide alpha hydrolases-like 

superfamily protein Q93W91 Vacuola 

AT2G35810 Ureidoglycolate hydrolase Q8VZP3  

AT4G25670 Stress response NST1-like protein Q94BX3  
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Tabla A3. Análisis de téminos Gene Ontology (GO) de categorías funcionales sobre-representadas 

entre las proteínas interactoras de VQ1 identificadas en el rastreo de Y2H. 

Términos GO (proceso biológico) 

Arabidopsis thaliana 

- REFLIST (27430) 

upload_

1 (280) 

upload_1 

(expected) 

upload_1 (fold 

Enrichment) 

upload_1 

(raw P-

value) 

upload_

1 (FDR) 

generation of precursor metabolites 

and energy (GO:0006091) 407 22 4,15 5,3 5,93E-10 3,49E-06 

small molecule metabolic process 

(GO:0044281) 2857 62 29,16 2,13 1,26E-08 3,70E-05 

cellular process (GO:0009987) 14852 191 151,61 1,26 2,24E-06 3,29E-03 

pyruvate metabolic process 

(GO:0006090) 81 8 0,83 9,68 3,42E-06 4,03E-03 

alpha-amino acid metabolic process 

(GO:1901605) 368 16 3,76 4,26 2,17E-06 4,25E-03 

cellular metabolic process 

(GO:0044237) 8829 127 90,12 1,41 6,05E-06 4,45E-03 

nucleotide metabolic process 

(GO:0009117) 313 14 3,2 4,38 6,92E-06 4,53E-03 

carboxylic acid metabolic process 

(GO:0019752) 1537 36 15,69 2,29 5,42E-06 4,56E-03 

organonitrogen compound metabolic 

process (GO:1901564) 5422 88 55,35 1,59 5,22E-06 5,12E-03 

nucleoside phosphate metabolic 

process (GO:0006753) 324 14 3,31 4,23 1,01E-05 5,92E-03 

glucose metabolic process 

(GO:0006006) 46 6 0,47 12,78 1,39E-05 7,44E-03 

photosynthesis (GO:0015979) 210 11 2,14 5,13 1,69E-05 8,31E-03 

organonitrogen compound 

biosynthetic process (GO:1901566) 1431 33 14,61 2,26 1,86E-05 8,40E-03 

alpha-amino acid biosynthetic process 

(GO:1901607) 175 10 1,79 5,6 2,02E-05 8,51E-03 

nucleobase-containing small molecule 

metabolic process (GO:0055086) 415 15 4,24 3,54 3,63E-05 1,19E-02 

cellular amino acid biosynthetic 

process (GO:0008652) 190 10 1,94 5,16 3,94E-05 1,22E-02 

cellular amino acid metabolic process 

(GO:0006520) 566 18 5,78 3,12 3,16E-05 1,24E-02 

organic acid metabolic process 

(GO:0006082) 2088 42 21,31 1,97 3,59E-05 1,24E-02 

oxoacid metabolic process 

(GO:0043436) 1953 40 19,94 2,01 3,41E-05 1,25E-02 

glutamine family amino acid metabolic 

process (GO:0009064) 59 6 0,6 9,96 5,06E-05 1,42E-02 

glutamine metabolic process 

(GO:0006541) 17 4 0,17 23,05 5,33E-05 1,43E-02 

ribose phosphate metabolic process 

(GO:0019693) 238 11 2,43 4,53 5,05E-05 1,49E-02 

monosaccharide metabolic process 

(GO:0005996) 127 8 1,3 6,17 7,20E-05 1,57E-02 

metabolic process (GO:0008152) 10826 144 110,51 1,3 6,13E-05 1,57E-02 

dicarboxylic acid metabolic process 

(GO:0043648) 92 7 0,94 7,45 6,73E-05 1,58E-02 

response to light stimulus 

(GO:0009416) 2003 40 20,45 1,96 7,00E-05 1,59E-02 

response to cadmium ion 

(GO:0046686) 92 7 0,94 7,45 6,73E-05 1,65E-02 

ATP metabolic process (GO:0046034) 97 7 0,99 7,07 9,19E-05 1,80E-02 

biosynthetic process (GO:0009058) 3327 57 33,96 1,68 1,01E-04 1,80E-02 

response to radiation (GO:0009314) 2045 40 20,87 1,92 8,72E-05 1,83E-02 

purine nucleotide metabolic process 

(GO:0006163) 211 10 2,15 4,64 9,09E-05 1,84E-02 

response to abiotic stimulus 

(GO:0009628) 4114 67 41,99 1,6 9,98E-05 1,84E-02 

sulfur amino acid biosynthetic process 

(GO:0000097) 41 5 0,42 11,95 9,93E-05 1,89E-02 

organic substance biosynthetic process 

(GO:1901576) 3119 54 31,84 1,7 1,38E-04 2,32E-02 
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primary metabolic process 

(GO:0044238) 8191 114 83,61 1,36 1,34E-04 2,32E-02 

purine ribonucleoside triphosphate 

metabolic process (GO:0009205) 105 7 1,07 6,53 1,46E-04 2,39E-02 

photosynthesis, light reaction 

(GO:0019684) 142 8 1,45 5,52 1,50E-04 2,39E-02 

purine-containing compound 

metabolic process (GO:0072521) 231 10 2,36 4,24 1,84E-04 2,65E-02 

ribonucleotide metabolic process 

(GO:0009259) 229 10 2,34 4,28 1,72E-04 2,67E-02 

purine nucleoside triphosphate 

metabolic process (GO:0009144) 109 7 1,11 6,29 1,82E-04 2,68E-02 

monosaccharide biosynthetic process 

(GO:0046364) 47 5 0,48 10,42 1,79E-04 2,70E-02 

organophosphate metabolic process 

(GO:0019637) 599 17 6,11 2,78 1,97E-04 2,77E-02 

small molecule biosynthetic process 

(GO:0044283) 898 22 9,17 2,4 2,59E-04 3,47E-02 

glutamate metabolic process 

(GO:0006536) 27 4 0,28 14,51 2,59E-04 3,54E-02 

sulfur amino acid metabolic process 

(GO:0000096) 52 5 0,53 9,42 2,77E-04 3,54E-02 

ribonucleoside triphosphate metabolic 

process (GO:0009199) 117 7 1,19 5,86 2,75E-04 3,59E-02 

glutamine family amino acid 

biosynthetic process (GO:0009084) 29 4 0,3 13,51 3,31E-04 3,75E-02 

glycolytic process (GO:0006096) 54 5 0,55 9,07 3,26E-04 3,76E-02 

photosynthetic electron transport 

chain (GO:0009767) 53 5 0,54 9,24 3,01E-04 3,77E-02 

ATP generation from ADP 

(GO:0006757) 54 5 0,55 9,07 3,26E-04 3,84E-02 

purine ribonucleotide metabolic 

process (GO:0009150) 203 9 2,07 4,34 3,26E-04 3,91E-02 

sulfur compound biosynthetic process 

(GO:0044272) 160 8 1,63 4,9 3,25E-04 3,98E-02 

purine nucleoside diphosphate 

metabolic process (GO:0009135) 56 5 0,57 8,75 3,81E-04 4,08E-02 

hexose metabolic process 

(GO:0019318) 88 6 0,9 6,68 3,90E-04 4,10E-02 

purine ribonucleoside diphosphate 

metabolic process (GO:0009179) 56 5 0,57 8,75 3,81E-04 4,15E-02 

electron transport chain (GO:0022900) 125 7 1,28 5,49 4,02E-04 4,15E-02 

ADP metabolic process (GO:0046031) 56 5 0,57 8,75 3,81E-04 4,23E-02 

L-serine metabolic process 

(GO:0006563) 31 4 0,32 12,64 4,17E-04 4,24E-02 

organic substance metabolic process 

(GO:0071704) 9807 129 100,11 1,29 4,37E-04 4,36E-02 

nucleoside triphosphate metabolic 

process (GO:0009141) 128 7 1,31 5,36 4,60E-04 4,51E-02 

NADH dehydrogenase complex 

assembly (GO:0010257) 33 4 0,34 11,87 5,18E-04 4,92E-02 

monocarboxylic acid metabolic process 

(GO:0032787) 655 17 6,69 2,54 5,34E-04 4,99E-02 

pentose-phosphate shunt 

(GO:0006098) 33 4 0,34 11,87 5,18E-04 5,00E-02 

       

Términos GO (función molecular)       

copper ion binding (GO:0005507) 191 10 1,95 5,13 4,11E-05 6,72E-02 

hydrolase activity (GO:0016787) 2694 50 27,5 1,82 4,57E-05 4,98E-02 

catalytic activity (GO:0003824) 8348 131 85,21 1,54 1,47E-08 4,80E-05 

       

Términos GO (componente celular)       
chloroplast inner membrane 

(GO:0009706) 63 5 0,64 7,77 6,30E-04 3,26E-02 

plastid inner membrane (GO:0009528) 67 5 0,68 7,31 8,19E-04 3,84E-02 

plastid stroma (GO:0009532) 751 31 7,67 4,04 1,07E-10 3,68E-08 
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chloroplast stroma (GO:0009570) 735 30 7,5 4 2,83E-10 7,30E-08 

chloroplast thylakoid membrane 

(GO:0009535) 345 13 3,52 3,69 8,04E-05 5,19E-03 

plastid thylakoid membrane 

(GO:0055035) 353 13 3,6 3,61 1,00E-04 5,75E-03 

thylakoid membrane (GO:0042651) 381 14 3,89 3,6 5,57E-05 4,43E-03 

photosynthetic membrane 

(GO:0034357) 386 14 3,94 3,55 6,37E-05 4,70E-03 

plastid membrane (GO:0042170) 484 17 4,94 3,44 1,57E-05 1,35E-03 

plastid envelope (GO:0009526) 861 30 8,79 3,41 9,64E-09 1,24E-06 

cytosolic ribosome (GO:0022626) 294 10 3 3,33 1,13E-03 4,16E-02 

chloroplast thylakoid (GO:0009534) 445 15 4,54 3,3 7,76E-05 5,35E-03 

plastid thylakoid (GO:0031976) 451 15 4,6 3,26 8,96E-05 5,45E-03 

chloroplast envelope (GO:0009941) 608 20 6,21 3,22 7,13E-06 7,36E-04 

envelope (GO:0031975) 1283 38 13,1 2,9 6,70E-09 1,15E-06 

organelle envelope (GO:0031967) 1283 38 13,1 2,9 6,70E-09 9,89E-07 

thylakoid (GO:0009579) 547 15 5,58 2,69 6,56E-04 3,23E-02 

plasmodesma (GO:0009506) 888 20 9,06 2,21 1,09E-03 4,88E-02 

cell-cell junction (GO:0005911) 888 20 9,06 2,21 1,09E-03 4,67E-02 

symplast (GO:0055044) 888 20 9,06 2,21 1,09E-03 4,49E-02 

anchoring junction (GO:0070161) 888 20 9,06 2,21 1,09E-03 4,31E-02 

cell junction (GO:0030054) 888 20 9,06 2,21 1,09E-03 4,15E-02 

cytosol (GO:0005829) 2648 56 27,03 2,07 2,31E-07 2,66E-05 

chloroplast (GO:0009507) 5068 105 51,73 2,03 1,12E-13 5,76E-11 

plastid (GO:0009536) 5484 112 55,98 2 2,97E-14 3,07E-11 

organelle membrane (GO:0031090) 1552 31 15,84 1,96 4,05E-04 2,20E-02 

cytoplasm (GO:0005737) 14835 202 151,43 1,33 7,89E-10 1,63E-07 

intracellular anatomical structure 

(GO:0005622) 21574 249 220,22 1,13 9,31E-06 8,75E-04 
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