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Resumen 

 
 

RESUMEN 

 La ubiquitina se une covalentemente a determinadas proteínas diana mediante una cascada enzimática 
que, en numerosos casos, deriva en la degradación mediada por el proteosoma 26S de la proteína marcada. 
Dicha cascada enzimática (i.e. ubiquitinación) comienza con la transferencia de una molécula de ubiquitina 
desde una enzima activadora de ubiquitina (E1) a una enzima conjugadora de ubiquitina (E2). Las enzimas 
ligadoras de ubiquitina (E3 ligasas) reconocen específicamente a la proteína diana y la aproximan a la E2, 
facilitando de esta manera la unión de la ubiquitina al sustrato. Las enzimas E3 ligasas son, por tanto, las 
responsables de que el proceso de ubiquitinación ocurra de manera específica. En algunos casos las E3 ligasas 
están formadas por complejos proteicos. Uno de estos complejos E3 ligasa es el denominado complejo CRL4-
CDD, el cual se encuentra conservado en eucariotas y está formado por: un núcleo proteico central formado por 
CUL4 y RBX1 (que actúa como estructura de andamiaje y permite la unión con la E2), la proteína adaptadora 
DDB1 (que permite la interacción con una gran diversidad de receptores de sustrato), y el módulo adaptador de 
sustrato DET1-COP10-DDA1 (que permite el reconocimiento específico de las dianas). La proteína DDA1 
(DET1-DDB1-Associated 1) es una proteína pequeña, altamente conservada en eucariotas y sin dominios 
conocidos, cuya función al inicio de este estudio era también desconocida.   

 El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el estudio de los mecanismos de regulación de las E3 
ubiquitina-ligasas de tipo CRL4-CDD mediante la caracterización de la relación funcional entre DDA1 y los 
complejos CRL4 en la planta modelo Arabidopsis thaliana. 

 Con este fin, se han realizado estudios sobre la funcionalidad de la proteína DDA1 de Arabidopsis que 
demuestran que DDA1, formando parte del complejo proteico que contiene a COP10, DET1 y DDB1 (complejo 
CDD), permite el reconocimiento específico de sustratos que serán ubiquitinados. En concreto, se ha 
demostrado la interacción in vivo entre DDA1 y los receptores de la hormona ácido abscísico (ABA) de tipo 
PYR/PYL/RCAR y cómo esta interacción facilita la degradación vía proteosoma del receptor PYL8. Además, de 
acuerdo con estos resultados, se ha demostrado que DDA1 regula negativamente las respuestas de desarrollo 
mediadas por ABA, entre las que se encuentran la inhibición de la germinación de las semillas, del desarrollo de 
la plántula y del crecimiento de la raíz. 

 Durante la realización de esta tesis doctoral, se ha demostrado que el mecanismo regulador de DDA1 
sobre los receptores de abscísico está controlado por el balance hormonal. Así, ABA y DDA1 desempeñan un 
papel opuesto en la regulación de la estabilidad del receptor PYL8, previniendo y promoviendo su degradación, 
respectivamente. 

 El mecanismo por el cual el ABA protege a PYL8 de la degradación ha sido también elucidado en este 
estudio. Este mecanismo no implica la disrupción de la interacción entre PYL8 y DDA1, pero conlleva una 
reducción en los niveles de poliubiquitinación del receptor. Esto se puede explicar por la desestabilización del 
complejo CRL4-CDD tras el tratamiento con ABA. Mediante ensayos de coinmunoprecipitación, se ha observado 
que la capacidad de asociación entre los componentes del complejo CDD (incluyendo DDA1) y CUL4 se ve 
reducida en presencia de la hormona. Este fenómeno contribuye a la desensibilización de la respuesta cuando 
las condiciones de estrés remiten y los niveles endógenos de ABA disminuyen en la célula. Se sabe que tras la 
imbibición de las semillas los niveles de ABA disminuyen para permitir la germinación, en este punto DDA1 
facilitaría la degradación rápida de los receptores de abscísico. 

 En conclusión, los datos presentados en este trabajo revelan que DDA1 puede actuar como receptor de 
sustratos de los complejos CRL4-CDD y desvelan un nuevo mecanismo de desensibilización de la señalización 
por ABA basado en el control de la estabilidad de los receptores de esta hormona, controlado por el balance 
hormonal. 



 
 

 
 



Summary 

 
 

SUMMARY 

 Ubiquitin is covalently linked to Lysine (Lys) residues in certain proteins by specific enzymatic cascades, 
which may result in polyubiquitination and subsequent recognition by the 26S proteasome for degradation. These 
cascades begin by transference of an ubiquitin moiety from an E1 ubiquitin-activating enzyme (E1) to an E2 
ubiquitin-conjugating enzyme (E2). E3 ubiquitin-ligases (E3) constitute the last step in the cascade, bringing 
together the E2 and the protein target that is then ubiquitinated. E3s play a key role in ubiquitination by providing 
substrate specificity. Some of these E3 ligases have a multiple subunits composition. The CRL4-CDD E3 
complex is conserved in higher eukaryotes, and contains: CUL4 and RBX1 (which act as a scaffold structure and 
allows E2 binding), DDB1 (as an adaptor protein), and the substrate adaptor module DET1-COP10-DDA1 (for 
target recognition). DDA1 is a small protein conserved in animals and plants, it does not contain any recognizable 
domain, and its function was still unknown at the beginning of this work. 

 The aim of this thesis is to contribute to unravel the molecular mechanisms that regulate the CRL4-CDD 
E3 ligases activity, through the characterization of DDA1 function in the regulation of CRL4 complexes in the 
model plant Arabidopsis thaliana.   

 Thus, we shed light on this issue by characterizing Arabidopsis DDA1, which we show that associates 
with COP10, DET1 and DDB1 (CDD complex) and is able to interact with specific target proteins, promoting its 
ubiquitination. In this regard, we found that DDA1 physically binds to members of the PYR/PYL/RCAR family of 
ABA receptors. Moreover, we found that DDA1 promotes proteasomal degradation of PYL8. Therefore, DDA1, 
together with the CDD components, acts as a negative regulator of ABA signaling. Accordingly, DDA1 has a 
negative regulatory role in the ABA-mediated inhibition of seed germination, seedling development and root 
growth.   

 It is noteworthy that ABA and DDA1 play opposite roles in the regulation of PYL8 stability, where ABA 
and DDA1 prevent and promote PYL8 degradation, respectively.  

 The molecular aspects underlying ABA-mediated protection of PYL8 have been unveiled in this thesis. 
This mechanism does not imply disruption of the PYL8-DDA1 interaction but a decrease in PYL8 
polyubiquitination rates. This can be explained by the disruption of the CRL4-CDD complex in the presence of 
ABA. We have determined by CoIP experiments that the CDD and CUL4 complex association capability 
decreases after ABA treatment.    

 Since ABA signaling is strongly dependent on the activity of PYR/PYL/RCAR receptors, an ABA-
dependent protection mechanism for receptor stability would serve to reinforce and sustain ABA signaling, 
particularly during the early stages of signaling. Thus, DDA1-mediated degradation of ABA receptors may 
contribute to desensitizing the pathway when the stress conditions disappear and ABA levels diminish. This 
regulatory mechanism might also be instrumental to impair ABA signaling during germination, since it has been 
shown that ABA concentration in seeds is reduced upon imbibition.  

 Our results unveil a new regulatory role for CRL4 complexes, mediated by DDA1, at the initial stage of 
ABA signaling, where they affect ABA receptor function, and this mechanism is also controlled by ABA itself.  
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1. EL SISTEMA UBIQUITINA-PROTEOSOMA 

 La ubiquitina es un pequeño péptido de 76 aminoácidos que se une de forma covalente a proteínas 
diana mediante cascadas enzimáticas específicas (i.e. ubiquitinación). En algunos casos, esta modificación 
postraduccional deriva en la degradación, mediada por el proteosoma 26S, de la proteína marcada. Este proceso 
(conocido como sistema o ruta de la ubiquitina-proteosoma) fue descubierto a finales de los años 70 y principios 
de los 80, por los Dres. Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose 1,2 que recibieron el Premio Nobel de 
Química en 2004 dada la relevancia de dicha ruta en el control de diversos procesos biológicos en eucariotas.  
Así, la modificación de proteínas por esta ruta tiene un papel importante en la regulación de numerosos procesos 
celulares. En plantas se conoce su papel regulador en señalización hormonal, floración, reloj circadiano, defensa 
frente a patógenos, respuesta a estreses por altas y bajas temperatura, reparación de daños en el DNA etc. 3. 
Además de un papel regulador de los niveles y, por tanto, de la funcionalidad de las proteínas, la ubiquitinación 
permite la degradación de proteínas con errores en su biosíntesis o proteínas normales que adquieren una 
conformación errónea 4.  

 La ubiquitina se une covalentemente a las proteínas diana mediante la formación de un enlace 
isopeptídico entre su glicina C-terminal y un residuo lisina de la proteína sustrato (figura 1). Este enlace 
covalente es el resultado final de una cascada enzimática que comienza con la transferencia de una molécula de 
ubiquitina desde una enzima activadora de ubiquitina (E1) a una enzima conjugadora de ubiquitina (E2). Las 
enzimas ligadoras de ubiquitina (E3 ligasas) reconocen específicamente la proteína diana y la aproximan a la E2, 
facilitando de esta manera la unión de la ubiquitina a la proteína sustrato 5. Ciclos consecutivos de ubiquitinación 
formarán cadenas de ubiquitina que marcará la proteína diana para su degradación proteolítica en el complejo 
proteosoma 26S (si se forman cadenas de ubiquitina unidas por el residuo lisina 48 o lisina 11) o para producir 
cambios en su localización, en su estructura, en su ensamblaje o en su actividad catalítica (si en la cadena 
formada las ubiquitinas están unidas vía lisina 63, 29 o 6). La monoubiquitinación de proteínas también es 
posible y está relacionada con procesos de endocitosis de receptores de membrana y con la modificación de 
histonas 6. 

 

 

Figura 1. Estructura tridimensional de la molécula de 
ubiquitina desde dos ángulos distintos. Las láminas-β 
aparecen señaladas en verde, las hélices-α en azul. 
Además, se indica el residuo Gly76  necesario para la 
unión a proteínas diana, así como los residuos lisina, 
implicados en la formación de distintas cadenas de 
poliubiquitina 3.   
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 Las enzimas E3 ligasas son las responsables de que el proceso de ubiquitinación se produzca de 
manera específica, permitiendo la modificación postraduccional de una proteína diana en concreto, dependiendo 
de las necesidades celulares. Tienen, por tanto, un papel clave en el proceso de ubiquitinación. Estas enzimas 
fueron descritas por primera vez en mamíferos 1 y pueden ser monoméricas o formar complejos multiméricos 7. 
En plantas hay cuatro tipos principales de E3s. Estas se distinguen por  la presencia de dominios HECT, RING y 
U-box (estructuralmente relacionado con el dominio RING) o por la formación de complejos oligoméricos, como 
es el caso de las denominadas Culina-RING ligasas (CRLs). Estas últimas son las más abundantes en 
Arabidopsis 3.  

 Las proteínas de la familia culina actúan como puente, permitiendo la unión de los adaptadores de 
sustrato a través de su extremo N-terminal y con una proteína con dominio RING-finger por el extremo C-
terminal (RING-BOX1 o RBX1) 8. El dominio RING de RBX1 tiene dos residuos altamente conservados (un 
residuo cisteína y otro histidina), capaces de unir dos átomos de zinc. Además presenta otros residuos 
importantes para la formación de un núcleo hidrofóbico, implicado en la interacción con proteínas E2s 6. En 
Arabidopsis hay dos proteínas RBX1: RBX1a/AtRBX1;1 y RBX1b/AtRBX1;2 7. 

 El genoma de Arabidopsis  codifica para seis proteínas tipo culina: CULINA1 (CUL1), CULINA2 (CUL2, 
también denominada CULINA1b), CULINA 3a (CUL3a), CULINA3b (CUL3b), CULINA 4 (CUL4), y “ANAPHASE 
PROMOTING COMPLEX2” (APC2). Estas proteínas tienen un tamaño que varía entre 85 y 98 kDa, y se 
caracterizan por la presencia de un dominio conservado tipo culina (de 200 aminoácidos) y una región C-terminal 
con un sitio de unión de NEDD8/RUB1 (“NEURONAL PRECURSOR CELL EXPRESSED DEVELOPMENTARY 
DOWNREGULATED8/ RELATED TO UBIQUITIN”). Este sitio está presente en todas las culinas con la 
excepción de APC2 8.   

 Las culinas son proteínas bastante conservadas, su estructura y secuencia varía principalmente en la 
región N-terminal. Se pueden clasificar en cuatro tipos principales dependiendo del tipo de adaptador de sustrato 
que emplean (figura 2)  
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Figura 2. “Cullin-RING” ligasas (CRLs) de plantas: (A) SCF E3 ligasas (SKP1-CDC53/CUL1-F-BOX), (B) CRL3 (“CUL3-
BASED E3 LIGASES”), (C) CRL4 (“CUL4-BASED E3 LIGASES”) y (D) complejo APC/C (“ANAPHASE PROMOTING 
COMPLEX o CICLOSOME”) Adaptada de 7. 

 

 

1.1. TIPOS DE LIGASAS CRL EN PLANTAS Y BREVE DESCRIPCIÓN 

1.1.1. E3 LIGASAS DE TIPO CUL1 

 En Arabidopsis, las E3 ligasas de tipo CUL1 (CRL1) son las más numerosas y las mejor descritas. 
Están representadas por los complejos SCF (SKP1-CDC53/CUL1-F-BOX). Las proteínas de tipo SKP1 (S-
PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 1)  o ASK (ARABIDOPSIS SKIP) y las proteínas con dominio F-box 
relacionadas con Skp2 de humanos actúan como adaptadores de sustrato, permitiendo la aproximación de la 
diana al núcleo del complejo SCF (formado por Cul1 y Rbx1) 8. En Arabidopsis existen dos proteínas CUL1 y dos 
RBX1 (como ya se ha indicado anteriormente). Sin embargo hay 21 proteínas tipo ASK 9 y 649 miembros de la 
superfamilia SKP2-F-box predichos en A. thaliana y hasta 1350 en A. lyrata 10,11.  La presencia de un elevado 
número de adaptadores de sustrato en los complejos CRL sugiere que dichos complejos reconocen un gran 
número de sustratos. De hecho, los complejos SCF tienen un papel fundamental en todas la vías de señalización 
hormonal, donde se sabe que participan como reguladores centrales, actuando en algunos casos como 
receptores hormonales 7, aunque también es conocida su participación en gran variedad de procesos celulares, 
como puede observarse en la figura 3.  
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Figura 3. Papel biológico de los complejos SCF en plantas. Adaptada de 7. 

 

1.1.2. E3 LIGASAS DE TIPO CUL3 

 Las E3 ligasas de tipo CUL3 (CRL3) representan la segunda clase más abundante de CRLs en 
Arabidopsis. El genoma de Arabidopsis codifica para dos CUL3: CUL3a y CUL3b, que se unen a RBX1 por el 
extremo C-terminal, y por el N-terminal a los adaptadores de sustrato, que son proteínas de tipo BTB/POZ (“bric 

a brac, tramtrack and broad complex/Pox virus and zinc finger”) 12. Estas proteínas no son tan numerosas como 
las de la familia F-box, existiendo 80 miembros anotados, organizados en 10 subfamilias. Muchas de estas 
proteínas tienen todavía función desconocida, con lo cual queda mucho por estudiar aún sobre el papel biológico 
de este tipo de E3 ligasas 13. Algunos procesos regulados por complejos CRL3 en plantas descritos hasta la 
fecha se resumen en la figura 4.  
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Figura 4. Papel biológico de los complejos CRL3 en plantas.  Adaptada de 7. 

 

1.1.3. COMPLEJO PROMOTOR DE LA ANAFASE (APC/C) 

 El complejo APC/C está muy conservado en eucariotas. Este complejo está formado por, al menos, 11 
subunidades, de las que forman parte las proteínas APC2 (homologa de las culinas) y APC11 (similar a RBX1). 
Las subunidades 1, 4, 5, 6 y 8 sirven como estructura de andamiaje para el resto del complejo. Por su parte, 
APC3 y APC7 participan en la unión con APC10, que junto con APC2 median el reconocimiento directo y la 
unión con el sustrato. Se requiere en algunos casos la presencia, además, de subunidades coactivadoras para la 
correcta actividad del complejo, como “CELL DIVISION CYCLE20/FIZZY” (CDC20/FZ) y “CDC20 
HOMOLOG1/FIZZY-RELATED” (CDH1/FZR), que facilitan la unión del complejo APC/C con sustratos 
específicos 14. El complejo APC/C está implicado principalmente, y hasta donde se conoce, en el control del ciclo 
celular (figura 5). Se sabe que en animales este complejo está implicado en la separación entre cromátidas 
hermanas, proceso en el que participa el coactivador Cdc20/FZ, facilitando la ubiquitinación y degradación de las 
securinas y ciclinas mitóticas durante la transición entre metafase y anafase 15. Sin embargo, el mecanismo 
molecular que permite la progresión de metafase a anafase no está muy estudiado en plantas, y no se han 
identificado homólogos de la securina en el genoma de Arabidopsis.  
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Figura 5. Papel biológico de los complejos APC/C en plantas. Adaptada de 7. 

 

1.1.4. E3 LIGASAS DE TIPO CUL4 

 Las E3 ligasas de tipo CUL4 (CRL4) han sido descritas recientemente en plantas. Al igual que en otros 
organismos eucariotas en los que están conservadas, juegan un papel esencial para el desarrollo 16.  

 En este complejo, la proteína CUL4 forma el esqueleto central. CUL4 de Arabidopsis tiene un 63.5% de 
homología con Cul4 humana, y se une a RBX1 por el extremo C-terminal. Por su parte, CUL4 tiene una 
expresión ubicua en las células de Arabidopsis, siendo necesaria para el correcto desarrollo de la planta. De 
hecho, las plantas que no expresan CUL4 son inviables, mientras que los mutantes con niveles reducidos de 
CUL4  presentan desarrollo irregular de los cotiledones y hojas, defectos en la orientación de los haces 
vasculares y desarrollo de los estomas, así como reducción en el crecimiento de raíces laterales y enanismo 
17,18. 

 El extremo N-terminal de CUL4 permite la unión con “DNA DAMAGED BINDING PROTEIN 1” (DDB1), 
que es capaz de interaccionar con una gran diversidad de receptores de sustrato. En Arabidopsis existen dos 
parálogos del gen DDB1: DDB1a y DDB1b. Las proteínas para las que codifican estos genes tienen una 
homología en su secuencia del 91%. Ambas proteínas son capaces de unirse a CUL4, y a pesar de su gran 
similitud en cuanto a estructura y patrones de expresión, presentan cierta especificidad de función. Así, se 
conoce la implicación de ambas proteínas en una gran variedad de procesos biológicos, tales como el desarrollo 
de raíces laterales, el control del número de hojas y del tiempo de floración, regulación del tamaño de la silicua y 
de la elongación de los hipocotilos, en la fotomorfogénesis y en la tolerancia a la luz ultravioleta. A pesar de 
dicha redundancia funcional, DDB1a parece tener un papel más relevante que DDB1b en el control de la 
floración y en el desarrollo del número de hojas bajo condiciones de crecimiento de día corto, mientras que la 
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pérdida de función de DDB1b resulta en un fenotipo de embrioletalidad. Sin embargo, DDB1a también tiene un 
papel en embriogénesis, ya que el doble mutante ddb1a/ddb1b tiene un fenotipo de arresto embrionario mas 
severo y temprano que el de mutantes sencillos ddb1b, produciéndose entre las fases de desarrollo globular y 
corazón del embrión 19-21.   

 DDB1 es una proteína altamente conservada en todos los eucariotas, y tiene un peso molecular de 125 
KDa aproximadamente. Está compuesta por 3 dominios, cada uno formado por repeticiones del motivo WD40. 
Los motivos WD40 son secuencias de 40 aminoácidos, que normalmente comienzan con un péptido glicina-
histidina, y terminan con triptófano-aspartato (WD). Los motivos WD40 se repiten entre 4 y 20 veces, y se 
organizan en láminas-β antiparalelas dispuestas radialmente, formando una estructura conocida como hélice 
enrollada (“β-propeller”), que permite uniones proteína-proteína (figura 6).  

 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de la 
estructura secundaria hélice enrollada o “β-
propeller” 16. 

 Según estudios de cristalización de DDB1 de humanos, su estructura terciaria consiste en 3 dominios 
“β-propeller” (BPA, BPB y BPC) y una hélice C-terminal. El dominio BPB permite la interacción con CUL4, 
mientras que BPA y BPC forman un “bolsillo” que permite la unión con los receptores de sustrato 22-24.  

 Hasta la fecha, casi todas las proteínas adaptadoras de sustrato descritas que interaccionan con DDB1 
para facilitar la ubiquitinación de dianas a través del complejo CRL4, tienen dominios WD40 (proteínas DWD). Se 
han descrito 119 proteínas con estos dominios en Arabidopsis y 151 en arroz, de las cuales 85 en Arabidopsis y 
78 en arroz interaccionan con DDB1 a través de uno de los motivos WD40 25.  

 Se conoce como “DDB1, CUL4-ASSOCIATED FACTORS” o proteínas DCAF a los receptores de 
sustrato de tipo DWD capaces de interaccionar con DDB1, aunque recientemente el uso del término DCAF se ha 
extendido para denominar a cualquier interactor de DDB1, con excepción de CUL4 26.   

 Así, algunas proteínas capaces de interaccionar con DDB1 carecen de dominios WD40. Tal es el caso 
de “DE-ETIOLATED1” (DET1), clásicamente conocido como represor de la fotomorfogénesis. Los mutantes de 
Arabidopsis det1 presentan defectos en el desarrollo del fenotipo etiolado característico de las plántulas que 
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germinan en oscuridad 17,18. DET1 también está implicado en la reparación de DNA y en el control de ritmos 
circadianos, mediante la degradación de un importante regulador del reloj: LHY (Late Elongated Hypocotyl) 27,28. 
Recientemente se ha descrito su papel como represor de la floración 29, de acuerdo con esto, los mutantes det1 
florecen prematuramente en condiciones de día corto. Otro ejemplo de una DCAF de plantas sin dominio WD40 
es “CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 10” (COP10). COP10 es una E2 modificada, que carece del 
residuo cisteína que es necesario para la unión con la molécula de ubiquitina (no tiene, por tanto, actividad 
catalítica como E2 conjugasa). Su función está relacionada con el favorecimiento de la actividad de otras E2 
canónicas 30.  

 Los genes DET1 y COP10 pertenecen al loci denominado “Constitutive Photomorphogenic/De-

etoliated/Fusca” (COP/DET/FUS), descrito inicialmente en plantas, y que también incluye a genes como COP1 y 
a los correspondientes a las subunidades del signalosoma COP9 (CSN, cuya función se explicará más adelante) 
31.    

 DET1 y COP10 forman un complejo con DDB1 en plantas, conocido como complejo CDD (“COP10-
DET1-DDB1 complex”), que fue aislado por primera vez a partir de meristemos florales de coliflor (Brassica 

oleacea) mediante purificación bioquímica 28. Se sabe que este complejo tiene un papel fundamental en la 
represión de la fotomorfogénesis, participando en la degradación del factor de transcripción LONG 
HYPOCOTYL5 (HY5) en oscuridad 32. También se conoce su papel en la reparación del daño en el DNA, ya que 
facilita la degradación de la proteína DCAF DAMAGED-SPECIFIC DNA BINDING PROTEIN2 (DDB2), implicada 
en el reconocimiento y reparación de lesiones en el DNA 27.  

 De este modo el complejo CDD puede actuar como adaptador de sustrato, facilitando el reconocimiento 
de proteínas diana. Además de esta función, a través de su subunidad COP10 favorece la actividad de enzimas 
E2, lo que le convierte en un tipo único de adaptador de sustrato 18 .  

 Con posterioridad se han identificado nuevos componentes del complejo CDD. Así, con el fin de 
caracterizar el complejo CDD en humanos, denominado DDD-E2 (Det1-Ddb1-Dda1-E2),  Pick y colaboradores 
(2007) 33 buscaron nuevos interactores de Det1 en células HEK293. De este modo, fueron capaces de purificar, 
junto con Flag-Det1, a Ddb1, y a una pequeña proteína altamente conservada en invertebrados, vertebrados y 
plantas, sin dominios reconocibles, a la que llamaron “Det1, Ddb1-associated 1” o Dda1. La proteína Dda1 de 
humanos (hDda1) se une a Ddb1 a través del dominio BPA, y es capaz de coinmunoprecipitar también con todos 
los miembros del signalosoma Cop9 (Csn1-8).  A pesar de dichos estudios, la función de la proteína DDA1 nos 
era desconocida hasta la fecha, y su caracterización en Arabidopsis es el objeto de estudio de esta tesis 
doctoral.  
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1.2. PAPEL DE LOS COMPLEJOS CRL EN LAS RUTAS DE SEÑALIZACIÓN HORMONAL 

1.2.1. CRL1 Y SEÑALIZACIÓN HORMONAL 

 Como ya se ha indicado anteriormente, una de las funciones más estudiadas y conocidas de los 
complejos CRL1 o SCF es su participación como reguladores centrales en rutas de señalización fitohormonal, 
actuando como receptores de hormonas en algunos casos. A continuación se describe brevemente su 
implicación en diversos procesos de señalización hormonal. 

 TIR1 forma parte de una familia de proteínas de tipo F-box denominada “TRANSPORT INHIBITOR 
RESPONSE 1 / AUXIN-SIGNALING F-BOX” (TIR1/AFB) que participa en la ruta de señalización por auxinas 
como parte del complejo SCFTIR1/AFB. Las proteínas TIR1/AFB necesitan la unión directa con una molécula de 
auxina para poder interaccionar con sus sustratos. Así, el complejo formado por TIR1/ASK1 sufre un cambio 
conformacional al unirse la molécula de auxina, lo que estimula la interacción con proteínas Auxin/INDOLE-3-
ACETIC ACID (Aux/IAA), para su posterior ubiquitinación y degradación. TIR1, por tanto, actúa como receptor 
hormonal 34-36. Las proteínas Aux/IAA funcionan como reguladores negativos de la ruta de señalización por 
auxinas, reprimiendo la actividad de factores de trascripción de tipo “AUXIN RESPONSE FACTOR” (ARF), por lo 
que tras su degradación, las proteínas ARF activan la expresión de determinados genes de respuesta a la 
hormona 37. Entre los genes inducidos por auxina, se encuentran los propios genes Aux/IAA, lo que genera un 
bucle de retroalimentación negativa que controla la transmisión de la señal hormonal 38. 

 Otra proteína F-Box relacionada con la familia TIR1/AFB es “CORONATINE-INSENSITIVE PROTEIN 1” 
(COI1), que fue inicialmente identificada en un rastreo de mutantes resistentes a la coronatina, análogo de la 
hormona ácido jasmónico-isoleucina (JA-Ile) 39. COI1 es un regulador central de la señalización de la hormona 
JA-Ile, actuando como receptor hormonal. COI1 une específicamente la isoforma activa de la hormona (+)-7-iso-
Jasmonoyl-L-isoleucina, y esta unión incrementa la degradación de los represores transcripcionales 
JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) 40,41. Las proteínas JAZ bloquean la actividad de factores de transcripción 
específicos MYC, de manera directa o en presencia de co-represores. La degradación de las proteínas JAZ por 
medio de COI1 unido a (+)-7-iso-Jasmonoyl-L-isoleucina libera a los factores de transcripción MYC/MYB, y activa 
la expresión de genes de respuesta a la hormona 42,43.  

 Los complejos SCF también tienen un papel en la ruta de señalización por citoquininas. Así, las 
proteínas F-box “KISS ME DEADLY” (KMD) reconocen a proteínas tipo B “ARABIDOPSIS RESPONSE 
REGULATORS” (ARR de tipo B). Dichas proteínas ARR de tipo B se activan mediante fosforilación, y actúan  
como reguladores positivos de la señalización de citoquininas a nivel transcripcional. Por tanto, las proteínas 
KMD son reguladores negativos de la ruta, controlando la estabilidad de las proteínas ARR de tipo B 44. 

 El etileno es una hormona que, en plantas, afecta a una gran variedad de procesos fisiológicos y de 
desarrollo. En ausencia de etileno, los receptores de etileno “ETHYLENE RESPONSE” 1 y 2 (ETR1 y ETR2) 
reclutan a la proteína kinasa “CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE” (CTR1) que fosforila a la proteína 
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transmembrana localizada en el retículo endoplásmico “ETHYLENE INSENSITIVE 2” (EIN2) en su dominio 
citosólico C-terminal, reprimiendo la respuesta hormonal. La unión de una molécula de etileno a los receptores 
ETR1 y ETR2 provoca su inactivación, inactivando también CTR1, que no fosforila a EIN2, promoviendo la 
escisión de su porción citosólica que se transloca al núcleo, donde provoca la activación del factor de 
transcripción “ETHYLENE INSENSITIVE 3” (EIN3). EIN3 es un regulador central de esta ruta, ya que se une a 
los motivos ERE (“Ethylene Response Elements”) en los promotores de los genes de respuesta a etileno 
(“Ethylene Early Response Genes”; i.e. ERF1) activando su expresión 10,45-48. En la ruta de señalización por 
etileno se han descrito algunas proteínas F-box que actúan como reguladores negativos. Se sabe que ETR2 se 
degrada de una manera dependiente del proteosoma, aunque la E3 ligasa responsable no ha sido aún 
identificada 49.  

 En ausencia de etileno, “EIN3-BINDING F-BOX” 1 y 2 (EBF1 y EBF2) controlan la ubiquitinación y 
degradación del factor de transcripción EIN3, inhibiendo la respuesta a etileno. La unión de una molécula de 
etileno a su receptor inactiva los complejos SCFEBF1/EBF2, lo que provoca la consecuente estabilización de EIN3 
que deriva en la inducción de la respuesta a etileno a nivel transcripcional 45,46,50. Estudios más recientes han 
determinado que la estabilidad de EIN3 también puede estar regulada por fosforilación. Así, la fosforilación de 
EIN3 por las proteínas tipo MAPK: MPK3 y MPK6 estabilizan la proteína. Por el contrario, la fosforilación de EIN3 
mediada por CTR1 provoca su degradación 51. A pesar de que no está claro como estas fosforilaciones alteran la 
estabilidad de EIN3, se cree que las F-box EBF1/2 tienen distinta afinidad por las diferentes isoformas de EIN3.  

 Por otra parte, el cambio de localización de EIN2 en respuesta a etileno provoca una degradación de 
EBF1 y EBF2 que depende del proteosoma pero cuyas bases moleculares son aún desconocidas 52. Además, 
EIN2 en sí mismo es diana de la actividad de complejos SCF cuando las proteínas “EIN2 TARGETING 
PROTEIN”1 y 2 (ETP1 y ETP2) actúan como adaptadores de sustrato en ausencia de etileno 47.  

 En el caso de la hormona ácido giberélico o giberelina (GA), la señalización ocurre por la unión directa 
a uno de los tres receptores “GA-INSENSITIVE DWARF1” (GID1a, GID1b o GID1c) 53. Esta unión con la 
molécula de giberelina induce la formación de un complejo con las proteínas DELLA. Las DELLA forman parte 
de una pequeña familia de proteínas de cinco miembros en Arabidopsis que funcionan como represores 
transcripcionales de las respuestas a GA. Las proteínas DELLA tienen, además del motivo DELLA en el extremo 
N-terminal, un motivo VHYPN, que se requiere para la interacción con los receptores GID1 53. La formación de 
los complejos GID1/DELLA promueve la asociación con las proteínas F-box “SLEEPY1” (SLY1) y 
“SLEEPY2/SNEEZY” (SLY2/SNE), que resulta en la ubiquitinación y degradación de las proteínas DELLA 
mediada por el complejo SCFSLY 54.   

 Se han descrito varias proteínas F-box que participan en las repuestas a la hormona ácido abscísico 
(ABA), como es el caso de la proteína “DROUGHT TOLERANCE REPRESSOR/S-LOCUS F-BOX-LIKE 35” 
(DOR/AtSFL35), que se expresa principalmente en los estomas, y cuya sobreexpresión resulta en un fenotipo de 
hipersensibilidad a la sequía, lo que correlaciona con un cierre estomático defectuoso 55. Los sustratos 



Introducción 
 

33 
 

específicos de DOR se desconocen por el momento, sin embargo sí que se sabe que es capaz de interaccionar 
con un número muy limitado de proteínas ASK.  

 Por otra parte, “EMPFINDLICHER IM DUNKELROTEN LICHT1-LIKE PROTEIN3” (EDL3) es otra F-box 
implicada en la respuesta a ABA, participando en una gran variedad de procesos de desarrollo dependientes de 
esta hormona, tales como la germinación, control de la floración o crecimiento de la raíz. Aunque no se conocen 
dianas directas de EDL3, sin embargo se sabe que regula negativamente la expresión del gen ABI1, que codifica 
para una proteína fosfatasa PP2C 56. Las PP2Cs son, como se explicará más adelante, importantes reguladores 
negativos de la ruta de señalización mediada por ABA.  

 Otro ejemplo de proteína F-box implicada en la señalización por ABA y estrigolactonas es “MORE 
AXILLARY GROWTH2” (MAX2), que funciona como regulador positivo en las rutas de señalización de dichas 
hormonas. En el caso del ABA, la pérdida de función de esta proteína genera un fenotipo de reducción de la 
respuesta al cierre estomático dependiente de ABA y una expresión defectuosa de los genes de respuesta a la 
hormona, además de ser hipersensibles a la sequía y a otros estreses osmóticos 57.  

 

1.2.2. CRL3 Y SEÑALIZACIÓN HORMONAL 

 En cuanto a función de los complejos CRL3 en señalización hormonal, se sabe que los dobles mutantes 
cul3hypomorph en Arabidopsis (que carecen de actividad CUL3b, pero que mantienen parcialmente funcional a 
CUL3a) muestran defectos relacionados con la ruta de señalización por etileno, lo que correlaciona con niveles 
incrementados de la enzima “1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE SYNTHASE” (ACS5), que tiene un 
papel clave en la biosíntesis de esta hormona 58.  

 Los mutantes “ethylene overproducer” 1 (eto1) también contienen niveles elevados de etileno. En este 
caso el mutante eto1 está afectado en una proteína “BTB/POZ-TETRATRICOPEPTIDE REPEAT” (BTB/POZ-
TPR), que reconoce y marca a las proteínas implicadas en la biosíntesis de etileno ACS de tipo II para su 
degradación mediante el proteosoma 59.       

 Uno de los descubrimientos más importantes sobre el papel de las E3 ligasas CRL3 en los últimos años 
ha sido la identificación de las proteínas BTB/POZ de la familia “NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-
RELATED” (NPR) como receptores de la hormona ácido salicílico (SA) en la ruta de defensa dependiente de 
esta hormona 60,61. En esta ruta, NPR1 actúa como regulador central. SA controla la localización subcelular de 
NPR1 mediante cambios en el potencial redox de la célula. Así, NPR1 en ausencia de SA se encuentra en el 
citoplasma formando oligomeros mediante puentes disulfuro intermoleculares sensibles al potencial redox. Tras 
la inducción, estos puentes disulfuro se reducen, liberando los monómeros NPR1 que atraviesan la membrana 
nuclear, donde NPR1 actúa como cofactor de factores de transcripción de tipo TGA (proteína de unión al motivo 
TGACGTCA), para inducir la expresión de genes de defensa 62. La presencia de dominios BTB en NPR1 hace 
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pensar que forma parte de los complejos CRL3, sin embargo NPR1 en sí mismo es sustrato de la degradación 
por el proteosoma. Así, NPR1 se fosforila en el núcleo tras su unión al factor de transcripción TGA, y esta 
fosforilación resulta en su degradación dependiente de CUL3 63. La degradación de NPR1 fosforilado 
dependiente de SA serviría para mantener niveles elevados de actividad transcripcional, permitiendo la 
formación de nuevos complejos DNA-TGA-NPR1 con NPR1 “fresco”. Recientemente se ha descrito que la 
degradación de NPR1 requiere la actividad de otros miembros NPR: NPR3 y NPR4. El SA promueve la 
interacción NPR1-NPR3, pero disrumpe la interacción NPR1-NPR4. Se cree que CUL3-NPR4 promueve la 
degradación de NPR1 en ausencia de SA con el fin de impedir la activación de la respuesta defensiva en 
situaciones innecesarias. Por el contrario, el ataque directo por un patógeno produce un gran incremento en los 
niveles de SA, lo que provoca la degradación de NPR1 dependiente de CRL3NPR3, e induce muerte celular 
programada en lugar de desencadenar una respuesta defensiva 60.  

 La señalización inducida por calcio también tiene un papel fundamental en la respuesta de defensa de 
las plantas frente a patógenos. Un ejemplo es la proteína “SIGNAL-RESPONSIVE GENE1/CALMODULIN 
BINDING TRANSCRIPTION ACTIVATOR 3” (AtSR1), que regula negativamente la expresión de “ENHANCED 
DISEASE SUSCEPTIBILITY1” (EDS1), una proteína clave en la respuesta de defensa frente a patógenos en 
Arabidopsis. “AtSR1 INTERACTING PROTEIN1” (AtSR1IP1) codifica para una BTB/POZ con un dominio 
terminal NPH3, que actúa como un regulador positivo de las respuestas de defensa. Los complejos CRL3AtSR1IP1 
E3 ligasas reconocen y marcan la proteína AtSR1 para su degradación, y este proceso se ve incrementado en 
presencia de SA 64. 

 Las E3 ligasas CRL3 también tienen su papel en la ruta de señalización por ABA, a través de las 
proteínas BTB/POZ-MATH (BPM) (6 en Arabidopsis), que tienen un dominio MATH (“Meprin And Traf 
Homology”) en su extremo N-terminal. Se ha demostrado la unión de este dominio MATH con los factores de 
transcripción “HOMEOBOX PROTEIN 6” (ATHB6) para su degradación. Los factores ATHB6 son reguladores 
negativos de la ruta desencadenada por ABA  65. 

 Las proteínas BPMs también interaccionan con varios factores de transcripción de tipo “ETHYLENE 
RESPONSE FACTOR/APETALA2” (ERF/AP2), que se agrupan dentro de una familia de proteínas asociada con 
la transducción de la señal hormonal, estrés abiótico y metabolismo. Concretamente, se ha demostrado la 
interacción entre BPMs y “RELATED TO APETALA 2.4/WOUND INDUCED DEDIFFERENCIATION 1” 
(RAP2.4/WIND1) y “WRINKLED1” (WRI1). RAP2.4 controla respuestas a estrés por sequía, senescencia, y 
procesos relacionados con el control por etileno y citoquininas, mientras que WRI1 es un regulador central de la 
biosíntesis de ácidos grasos en semilla y es importante para el desarrollo temprano de la plántula. Así, los 
complejos CRL3BPM interaccionan directamente a nivel de DNA con estos factores de transcripción ERF/AP2, lo 
que conlleva su degradación proteolítica, controlando la transcripción de un gran número de genes implicados en 
la respuesta a sequía, a herida, en la respuesta a etileno y citoquininas, y en el desarrollo temprano de la 
plántula 66,67.  
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 La proteína BTB/POZ “ARM REPEAT PROTEIN INTERACTING WITH ABF2” (ARIA) también funciona 
como regulador positivo de la ruta de señalización por ABA. ARIA interacciona con reguladores de la respuesta a 
ABA: los factores de transcripción tipo cremallera de leucina “ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENTS-
BINDING FACTOR 2” (ABF2) y la proteína ERF/AP2 ADAP (“ARIA-INTERACTING DOUBLE AP2 DOMAIN 
PROTEIN”). Sin embargo, no parece que ARIA esté mediando la degradación de estos factores de transcripción. 
Así, su unión podría ser necesaria para la correcta transcripción de genes de respuesta a ABA mediada por 
ABF2 y ADAP, lo que explicaría el papel de ARIA como regulador positivo de esta respuesta hormonal  68.  

 

1.2.3. CRL4 Y SEÑALIZACIÓN HORMONAL 

 Varios estudios han relacionado a los complejos CRL4 E3 ligasa con las rutas de señalización 
fitohormonal, especialmente con procesos relacionados con la señalización de ABA. En este sentido, una familia 
de proteínas DWD conocida como “DWD HYPERSENSITIVE TO ABA” (DWA) ha sido caracterizada y dado a 
conocer su papel como proteínas DCAF. Dos de las proteínas de esta familia, DWA1 y DWA2, son capaces de 
interaccionar entre sí, a la vez que con DDB1b. Los mutantes nulos dwa desarrollan raíces primarias cortas en 
presencia de ABA y NaCl, lo que pone de manifiesto el papel de estas dos proteínas como reguladores 
negativos de la ruta del ABA. Estas proteínas interaccionan con el factor de transcripción “ABA-INSENSITIVE5” 
(ABI5), marcándolo para su degradación. Un tercer miembro de la familia DWA: DWA3, también actúa como 
regulador negativo de la respuesta a ABA, aunque no interacciona con las otras proteínas de la familia ni con 
ABI5, y su papel regulador no se conoce bien todavía a nivel molecular 69,70.  

 “ABA-HYPERSENSITIVE DCAF1” (ABD1) es otra proteína DCAF que actúa como un regulador 
negativo de la ruta, ya que la pérdida de su función resulta en un fenotipo de hipersensibilidad a ABA y NaCl. 
ABD1 es capaz de interaccionar con ABI5, pero no con proteínas de la familia DWA, lo que sugiere que actúa de 
manera independiente a las mismas para controlar también los niveles del factor de transcripción ABI5 71. 

 Los mutantes para la proteína “PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1” (PRL1) muestran 
hipersensibilidad a ABA, citoquininas y azúcar, desarrollando raíces más cortas cuando crecen en presencia de 
estas hormonas o de glucosa. PRL1 interacciona con DDB1, además de con las enzimas quinasa 
“ARABIDOPSIS SUCROSE NON-FERMENTING-1 KINASE HOMOLOG 10” (AKIN10) y AKIN11, que están 
implicadas en respuestas metabólicas y de desarrollo 25. AKIN10 y AKIN11 también son capaces de 
interaccionar con ASK1, indicando que PRL1 y ASK1 compiten por la unión a estas proteínas 72. PRL1 actúa 
como adaptador de sustrato en complejos CRL4 reconociendo AKIN10 y/o AKIN11, marcándolas para su 
degradación 25.  

 La proteína “TGF-β RECEPTOR INTERACTING PROTEIN 1/EUKARIOTIC TRANSLATION INITIATION 
FACTOR 3i” (TRIP-1/Eif3i) es una proteína DWD que participa en el inicio de la traducción formando parte de un 
complejo eIF3. TRIP-1 interacciona y es fosforilado por “BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1” (BRI1), un 
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componente de la ruta de señalización por brasinoesteroides, aunque su participación en esta ruta todavía es 
desconocida. Sin embargo, sí se sabe que TRIP-1 coinmunoprecipita con DDB1b y CUL4, por lo que se asume 
que cumple una función en la ruta de señalización fitohormonal como parte del complejo CRL4TRIP-1 25.  

 

1.3. OTRAS FUNCIONES DE LOS COMPLEJOS CRL4 

1.3.1. PAPEL DE CRL4 EN FOTOMORFOGÉNESIS Y CONTROL DE LA FLORACIÓN 

 La familia “CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC/DE-ETIOLATED FUSCA” (COP/DET/FUS) 
constituye un grupo de proteínas identificadas mediante rastreo genético en Arabidopsis, y que juegan un papel 
importante en el control de la fotomorfogénesis. Así, las proteínas COP/DET/FUS regulan, por ejemplo, la 
transición del estado etiolado; propio de plantas crecidas en oscuridad y caracterizado por la presencia de un 
hipocotilo elongado, gancho apical, cotiledones cerrados y ausencia de clorofila, a desetiolado; el que presentan 
las plántulas crecidas en presencia de luz, donde los cotiledones se expanden, se acumula clorofila en los 
cloroplastos, desaparece el gancho apical y se arresta la elongación del hipocotilo. Muchas de las proteínas 
COP/DET/FUS interaccionan con distintos complejos CRL4 31, incluyendo a  DET1 y COP10 (descritas 
anteriormente).  

 COP1 forma parte de este grupo de proteínas, y actúa como un regulador central de la 
fotomorfogénesis. En condiciones de crecimiento en oscuridad, actúa como una E3 ligasa que, junto con 
proteínas de la familia “SUPPRESSOR of PHYTOCHROME A” (SPA) (SPA1, 2, 3 y 4) es capaz de interaccionar 
con varios factores de transcripción que actúan como reguladores positivos de la fotomorfogénesis, como 
“ELONGATED HYPOCOTYL5” (HY5), “LONG AFTER FAR RED LIGHT 1” (LAF1) o “LONG HYPOCOTIL FAR-
RED1” (HFR1), y marcarlos para su degradación por el proteosoma 73. Por tanto, COP1 actúa como un regulador 
negativo de la fotomorfogénesis. Como se ha indicado anteriormente, para el reconocimiento de alguno de sus 
sustratos, COP1 interacciona con otras proteínas, como las de la familia SPA. Las proteínas SPA constituyen 
una pequeña familia de cuatro miembros en Arabidopsis, que forman homo y heterodímeros entre ellas, y son 
capaces de dimerizar con COP1. Tanto COP1 como SPA son proteínas con dominios DWD, que forman 
complejos con CUL4 y DDB1 en plantas 74 (figura 7).  

 Por otra parte, COP1 participa en el control de la estabilidad de la proteína “CONSTANS” (CO), 
regulador clave de la expresión del florígero “FLOWERING LOCUS T” (FT) que es un factor de transcripción 
crítico para la inducción de meristemos apicales reproductivos a partir de uno vegetativo 75,76. Así, los mutantes 
cop1 y cul4 tienen elevados niveles de expresión de FT y, como consecuencia, fenotipos de floración temprana, 
además de desetiolación bajo condiciones de crecimiento en oscuridad 74 (figura 7). 

 Además, COP1 controla la floración y los ritmos circadianos regulando la actividad de la proteína 
“GIGANTEA” (GI). Así, durante la noche, COP1 y “EARLY FLOWERING 3” (ELF3) se acumulan en el núcleo, 
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donde interaccionan y forman un complejo con GI para promover su degradación. En este proceso ELF3 actúa 
también como adaptador de sustrato, permitiendo la unión de COP1 y GI, lo que al final conlleva la propia 
degradación de ELF3 mediada por COP1 (figura 7). En ausencia de GI, las proteínas F-box FKF1 (“FLAVIN-
BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1”) y ZTL (“ZEITLUPE”), implicadas en control de la floración y del ritmo 
circadiano, respectivamente, se inactivan. De este modo, dichas proteínas F-box no son capaces de promover la 
degradación de sus respectivos sustratos: CDF1 (“CYCLING DOF FACTOR 1” en el caso de FKF1) y TOC1 
(“TIMING OF CAB EXPRESSION 1”, para ZTL), que reprimen la expresión de CO el primero, y de genes del 
ritmo circadiano el segundo. 77 Por tanto, COP1 regula a CO tanto a nivel transcripcional como postraduccional.  

 COP1 también juega un papel en el control de la fotomorfogénesis bajo condiciones de luz UV. Así, en 
condiciones de oscuridad, actúa como represor de la fotomorfogénesis promoviendo la degradación de 
determinados factores de transcripción como se ha indicado anteriormente. Por el contrario, bajo condiciones de 
luz UV, regula positivamente este proceso mediante la estabilización de HY5. Este cambio de función es 
inducido por el receptor de UV, “UV RESISTANCE LOCUS 8” (UVR8), que se une a COP1 tras la exposición con 
luz UV, e induce la disociación de COP1-SPA del complejo CRL4 (figura 7). Por tanto, diferentes condiciones 
lumínicas y ambientales controlan con qué interactores se asocia COP1, y por consiguiente, definen su actividad 
E3 ligasa específica  78,79.  

 Los complejos CRL4 también están implicados en el control del tiempo de floración, de una manera 
independiente de COP1, mediante la regulación de los niveles de FLC (“FLOWERING LOCUS C”), un regulador 
negativo clave para el proceso de floración 80. FY (“FLOWERING LOCUS Y”) es una proteína DWD que forma 
parte de la ruta de floración autónoma, y que reprime la actividad de FLC. No está claro cómo FY controla FLC a 
nivel molecular. Sin embargo, estudios recientes han determinado que FY interacciona con DDB1b y co-
inmunoprecipita con CUL4 25, lo que apunta a una degradación de FLC o de alguno de sus reguladores mediada 
por complejos CRL4FY.  

 Se han descrito otras E3 ligasas de tipo CRL4 que también están implicadas en la regulación de la 
expresión de FLC, tal es el caso de la proteína DWD “MULTI-COPY SUPPRESSOR OF IRA4” (MSI4), que 
interacciona con los complejos de tipo “CURLY LEAF-POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2” (CLF-PRC2-
like). Se sabe que los complejos de tipo CLF-PCR2-like regulan la expresión génica participando en la 
trimetilación de la histona 3 (H3K27me3). Estos complejos se unen al promotor de FLC, marcándolo 
epigenéticamente y reprimiendo su expresión. Los complejos CUL4MSI4 regulan positivamente la actividad de 
CLF-PRC2, posiblemente activando mediante monoubiquitinación alguna de sus subunidades, o bien 
modificando proteínas de la cromatina cuya ubiquitinación se requiere para que CLF-PRC2 lleve a cabo su 
función. 81.  

 DDB1 también interacciona con otros miembros de la familia “MULTI-COPY SUPPRESSOR OF IRA4”, 
como MSI1, cuya interacción con los complejos PRC2-like controla la impronta parental y la iniciación de la 
formación del endospermo durante el desarrollo de la semilla 19,82. 
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Figura 7: Organización de los complejos que contienen a COP1 dependiendo de las condiciones lumínicas. En oscuridad, 
los complejos CUL4-DDB1-COP1-SPA median la degradación de HY5, reprimiendo la respuesta a luz. COP1 y ELF3 
interaccionan y forman un complejo con GI para promover su degradación, degradándose también ELF3. Bajo condiciones 
de luz azul, la interacción directa entre las proteínas SPA y los criptocromos (CRY1 y CRY2, ambos fotorreceptores de luz 
azul) inhiben la actividad del complejo COP1-SPA, impidiendo la degradación de HY5 y CO. En presencia de luz UV-B, los 
complejos UVR8-COP1-SPA estabilizan a HY5. Los complejos COP1-SPA están formados por dos proteínas COP1, y dos 
proteínas SPA, que pueden ser homogéneas (SPAx) o heterogéneas (SPAx y SPAy). Adaptado de 78,83. 

 

1.3.2. PAPEL DE CRL4 EN LA REPARACIÓN DEL DNA 

 Cambios en los niveles de DDB1 y CUL4 afectan críticamente a la sensibilidad de las plantas a la luz 
UV 20. La exposición a luz UV-B y UV-C puede provocar lesiones en el DNA, frecuentemente representadas por 
dímeros de pirimidina ciclobutano (CPD) o fotoproductos pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP). En plantas, la ruta 
de reparación predominante de este tipo de lesiones se lleva a cabo mediante fotoliasas, que dependen de la luz 
para “fotorreactivar” sitios de rotura. Alternativamente, esos sitios pueden ser reparados mediante el mecanismo 
de reparación por escisión de nucleótidos (“Nucleotide Excision Repair” o NER), que se lleva a cabo de manera 
independiente de luz. Dos proteínas DWD, “DNA DAMAGE BINDING PROTEIN 2” (Ddb2) y “COCKAYNE 
SYNDROME A” (CSA), desempeñan un papel importante en la detección de lesiones en el DNA por UV, y en la 
activación de su reparación mediante NER, tanto en animales como en plantas 16. 

 DDB2 es una proteína DWD, descrita en humanos inicialmente, capaz de interaccionar con DDB1 y con 
daños en el DNA inducidos por UV, lo que sirve como marca para la reparación de estos sitios a través de la 
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maquinaria NER 84. El complejo CRL4DDB2  solo es activo cuando DDB2 está unido a DNA dañado, ya que en 
ausencia de daño inducido por luz ultravioleta, el complejo CSN (que se describe más adelante) inhibe la 
formación del complejo CRL4DDB2 85 (figura 8). 

 CSA fue identificada también en humanos, pero al contrario de DDB2, esta proteína no se une 
directamente al DNA. CSA se une al RNA mediante su interacción con RNA polimerasas que se encuentran en 
zonas lesionadas, lo que también sirve como marca para la maquinaria de reparación. Como DDB2, CSA forma 
complejos con CRL4 a través de su interacción con DDB1, lo que provoca su degradación junto con la RNA 
polimerasa, haciendo el sitio de rotura accesible para la maquinaria de reparación 85. De este modo, el 
mecanismo en el que CSA está implicado solo sirve para reparar zonas activas transcripcionalmente (figura 8).  

 DDB2 y CSA están funcionalmente conservadas en animales y plantas, y su pérdida de función provoca 
una hipersensibilidad a la luz UV en Arabidopsis, así como una reducción en los mecanismos de reparación del 
DNA 16,20.  

 En Arabidopsis, DDB2 se localiza en el núcleo, y se expresa principalmente en raíces y flores. Su 
expresión se induce tras la exposición a luz UV, sin embargo, bajo estas condiciones, la proteína se 
desestabiliza. Esta desestabilización está controlada por los niveles de DDB1 en el núcleo, ya que DDB1a es 
rápidamente translocado del citosol al núcleo tras la exposición a luz UV 16,20. 

 

 En Arabidopsis existen dos homólogos de CSA, ATCSA-1/CSAat1A y CSAat1B. Se expresan en todos 
los tejidos excepto en anteras y semillas, y su expresión no varía después del tratamiento con UV. Ambas se 
localizan en el núcleo, en zonas activas transcripcionalmente. Su pérdida de función causa hipersensibilidad al 
UV, lo que correlaciona con una reducción en los mecanismos de reparación. Asimismo, la sobreexpresión de 
estas proteínas también resulta en una hipersensibilidad al UV, indicando que una dosis apropiada es crítica 
para coordinar eficientemente el papel de las CRL4 con la maquinaria de reparación del DNA 16,86,87. 

 DET1 también está implicado en tolerancia a luz UV y reparación de daños en el DNA 17,27. Los 
mutantes nulos det1 son hipersensibles a la luz UV, y su sobreexpresión resulta en una reducción de los 
fotoproductos formados tras la exposición a UV, lo que indica que niveles adecuados de esta proteína son 

Figura 8: Mecanismos de reparación de daños en el 
DNA inducidos por luz UV en plantas. Las plantas 
son capaces de reparar lesiones en el DNA de una 
manera dependiente de la luz, mediante fotoliasas, o 
de una manera independiente de la luz, mediante un 
mecanismo NER. En la reparación por NER están 
implicados los complejos CRL4, que en Arabidopsis 
pueden interaccionar con CSA (que a su vez forma 
un complejo con “Cockayne Syndrome Factor B” 
(CSB) y la RNA Pol. II) o  con DDB2.  
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importantes para una actividad NER eficiente 86. DET1 se degrada de manera dependiente de CRL4 y UV. 
Además DDB2 es más estable en el fondo mutante det1, indicando una cooperación entre DET1 y DDB2 para la 
reparación por NER 86.  

 

1.4. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS CRL 

 Con la excepción de los complejos APC/C, la actividad de los complejos CRLs está regulada por la 
modificación de la subunidad CUL con la molécula “Neural precursor cell-expressed developmentally down-

regulated protein 8/Related to ubiquitin” (NEDD8/RUB). NEDD8/RUB es un péptido relacionado con la ubiquitina 

(“ubiquitin-like modifier” o UBL), con el que guarda un 60% de identidad. NEDD8/RUB está conservado en todos 
los eucariotas y se une a los residuos lisina de las proteínas sustrato a través de cascadas enzimáticas en las 
que participan enzimas E1, E2 y E3, de manera análoga a lo que ocurre en el caso de la ubiquitinación. El 
proceso mediante el cual NEDD8/RUB se une a la culina (concretamente a una lisina conservada en el extremo 
C-terminal) se conoce como nedilación o rubilación. La nedilación estimula la actividad de los complejos CRLs 
provocando cambios estructurales en la culina y en RBX1, lo que promueve el reclutamiento de la E3 y su 
aproximación al sustrato a ubiquitinar 88,89. La nedilación de las culinas además impide la unión de la proteína 
“CULLIN-ASSOCIATED NEDDYLATION DISSOCIATED” (CAND1) al subcomplejo formado por culina y RBX1, 
como se explicará a continuación. 

 Los genomas de plantas contienen múltiples genes que codifican para el péptido NEDD8/RUB. En el 
caso de Arabidopsis, RUB1 y RUB2 codifican para proteínas NEDD8/RUB casi idénticas que forman dímeros 
con la ubiquitina, mientras que RUB3 da lugar a una proteína más divergente que actúa como un monómero 90. 
En Arabidopsis, los dobles mutantes rub1 rub2 presentan un fenotipo de arresto del crecimiento durante las 
primeras etapas de la embriogénesis, similar al fenotipo de pérdida de función de CUL1, poniendo en evidencia 
la importancia de NEDD8/RUB para la viabilidad de la planta 91. 

 En Arabidopsis, las proteínas “AUXIN RESISTANT1” (AXR1) y E1 “C-TERMINAL RELATED1” (ECR1) 
funcionan como enzima NEDD8/RUB E1 activadora 92,93. Una vez activada, se produce la transferencia de 
NEDD8/RUB a la enzima E2 “RUB CONJUGATING ENZYME1” (RCE1) 94. Se ha descrito que RCE1 permite la 
unión covalente de NEDD8/RUB a CRL1. En levaduras y animales, la proteína “DEFECTIVE IN CULLIN 
NEDDYLATION1” (DCN1) actúa como una NEDD8/RUB E3 ligasa, actuando sinergísticamente con RBX1 95. 

 En Arabidopsis, la pérdida de función de la proteína AXR1 (NEDD8/RUB E1) reduce la actividad del 
complejo SCFTIR1/AFB, y la consecuente estabilización de las proteínas Aux/IAA, lo que provoca defectos severos 
en la sensibilidad a la hormona auxina 96-98. Además, las plántulas de Arabidopsis mutantes para AXR1 son 
resistentes a citoquinina, etileno, ABA y brasinoesteroides, y presentan defectos en la biosíntesis de etileno y en 
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la expresión de genes de respuesta a frío 99-101, ya que en estas líneas está afectada la actividad de distintas 
CRLs.  

 Recientemente se ha identificado el fármaco anticancerígeno MLN4924 como un inhibidor de la 
nedilación de las culinas. Este fármaco está permitiendo un estudio más amplio de este proceso no solo en 
humanos sino también en otras especies como Arabidopsis. MLN4924 actúa uniéndose a NEDD8/RUB, y este 
dímero se une a su vez al sitio catalítico de la enzima E1 activadora, bloqueando así su actividad 102. 

 La regulación de la actividad CRL por la modificación con NEDD8/RUB es altamente dinámica. 
NEDD8/RUB es escindida de la culina mediante un complejo conocido como el signalosoma COP9 (CSN), en un 
proceso que se conoce como denedilación. El complejo CSN está altamente conservado en eucariotas, y 
consiste en 8 subunidades (CSN1-8). Se identificó originalmente en Arabidopsis, ya que sus subunidades 
pertenecen al loci “Constitutive Photomorphogenic/De-etoliated/Fusca” (COP/DET/FUS), ya citado 
anteriormente. Posteriormente fue identificado también en animales 103,104. El complejo CSN está 
estructuralmente relacionado con la partícula reguladora 19S del complejo proteosoma 26S, así como con el 
factor 3 de iniciación de la traducción en eucariotas (eIF3). Se compone de seis subunidades con dominios PCI 
(Proteosoma, COP9, eIF3); que son CSN1-4, CSN7 y CSN8, además de dos subunidades con dominios MPN 
(Mpr1p, Pad1p N-terminal) que son CSN5 y CSN6 104. El complejo CSN se une a las CRLs interaccionando con 
la culina y RBX1 mediante sus subunidades CSN2 y CSN4 105. La denedilación de la culina es catalizada por la 
subunidad CSN5. Sin embargo, CSN5 sólo presenta actividad isopeptidasa cuando se encuentra incorporada 
dentro del complejo CSN 106.  

 Si, como se ha indicado antes, la nedilación de la culina favorece su actividad, se espera que el 
complejo CSN actúe como un regulador negativo de la función de los complejos CRL puesto que eliminan 
NEDD8/RUB 105. Sin embargo, mutantes de Arabidopsis nulos para cualquiera de las subunidades CSN 
presentan el fenotipo propio de los mutantes para el locus cop/det/fus (hipocotilo corto, cotiledones abiertos en 
plántulas crecidas en oscuridad, acumulación de antocianinas y letalidad durante la etapa de plántula) 104. 
Además, mutantes hipomorfos viables presentan defectos en rutas de señalización por auxinas 107, JA-Ile 108, 
giberelinas 109 y SA 63, así como defectos en la respuesta al frío 99, regulación del ciclo celular 110 y desarrollo de 
la flor 111. Todos estos fenotipos se podrían explicar debido a la estabilización de los sustratos de los complejos 
CRL, como resultado de una disminución de su funcionalidad en líneas con pérdida de función de CSN. Estos 
datos indican que la correcta funcionalidad de los complejos CRL requiere ciclos de nedilación y denedilación 
(mediada por CSN) de las culinas. Por otra parte, en levaduras y en animales se ha demostrado que los ciclos 
de nedilación/denedilación también sirve como mecanismo para proteger a la culina y a los adaptadores de 
sustrato de la autoubiquitinación 112. Así, la nedilación/denedilación de las culinas es un proceso altamente 
dinámico y necesario para el óptimo desarrollo de la función de los complejos CRL 7. 

 Otro regulador clave de los ciclos de nedilación/denedilación de las culinas es “Cullin-associated 
NEDD8-dissociated protein 1” (CAND1). La proteína CAND1 fue identificada originalmente en células animales 
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113 y es capaz de unirse específicamente a culinas denediladas, formando una estructura con el subcomplejo 
catalítico culina-RBX1. CAND1 actúa como un regulador negativo de la actividad de los complejos CRL 
impidiendo su ensamblaje, ocupando tanto el sitio de unión de los adaptadores de sustrato como el sitio de 
nedilación de la culina 114. Sin embargo, se ha descrito que, al igual que en el caso de los mutantes csn, 
mutantes cand1 presentan actividad reducida de distintas CRLs 115. La reducción en la actividad de estos 
complejos se debe a que los ciclos de ensamblaje y desensamblaje mediados por CAND1 son necesarios para 
su correcto funcionamiento. Se ha descrito que, para todos los tipos de CRL, existe una abundante cantidad de 
adaptadores de sustrato compitiendo para unirse al mismo núcleo catalítico culina-RBX1. El papel de CAND1 
consistiría en desplazar a los adaptadores de sustrato, quedando el subcomplejo culina-RBX1 libre para la unión 
de nuevos adaptadores. Este “ciclo” aseguraría que los CRL puedan ajustarse a la gran variedad de sustratos a 
ubiquitinar, que varía dependiendo de las condiciones celulares  7.  

 Respecto a la regulación de la nedilación/denedilación de la culina que determina que CAND1 pueda o 
no unirse al complejo se sabe, gracias a experimentos in vitro en células animales 116,117, que el estatus de 
nedilación está controlado por la presencia de adaptadores y de proteínas sustrato. Así, determinados complejos 
CRL se activan en presencia de un sustrato específico, y una vez éste ha sido ubiquitinado y degradado, el 
complejo CSN es capaz de denedilar a la culina, permitiendo la unión de CAND1 para desensamblar el complejo 
(figura 9). La presencia de más sustrato promueve la nedilación de la culina e inhibe la denedilación mediada por 
CSN, favoreciendo la actividad de los CRL 7. 

 Además de este mecanismo regulador basado en el control del ensamblaje de los complejos CRL, 
existe una regulación más específica que depende del control transcripcional y de la estabilidad de las proteínas 
que actúan como receptores de sustrato, así como de cambios en la localización de estas proteínas. En el caso 
de complejos CRL4 se sabe que existen variaciones en la estabilidad de la proteína adaptadora DDB1 20 y en su 
localización, que puede ser nuclear o citoplasmática en función de un estímulo dependiente de luz UV 118. Un 
caso similar ocurre para COP1; su localización subcelular depende de las condiciones lumínicas; en presencia 
de luz se localiza principalmente en el citoplasma y en oscuridad se acumula en el núcleo, donde promueve la 
degradación de HY5 y de reguladores positivos de la fotomorfogénesis 119.  
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Figura 9. Regulación de los complejos CRL por CAND1 y NEDD8/RUB. CAND1 facilita el ensamblaje de CRLs con distintos 
adaptadores de sustrato. Una vez producido el ensamblaje, la subunidad CUL es nedilada. Si no hay sustrato disponible, 
CUL es rápidamente denedilada por el complejo CSN, uniéndose CAND1. Alternativamente, la presencia de sustrato 
promueve la actividad CRL inhibiendo la denedilación por CSN. Una vez que el sustrato es degradado por el proteosoma 
26S, el complejo CSN denedila la culina, lo que conlleva el desensamblaje del complejo mediado por CAND1. Adaptado de 
7.  
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2. PERCEPCIÓN Y RESPUESTAS AL ABA 

 La hormona ácido abscísico (ABA) es un ácido débil 15-C identificado a principios de los 60 como 
sustancia inhibidora del crecimiento acumulada en frutos maduros de algodón (“abscisin II”) y en hojas de falso 
plátano inducidas fotoperiódicamente para la dormancia (“dormin”) 120.  

 El ABA no es un mensajero endógeno exclusivo de plantas ya que algunos hongos fitopatógenos, 
bacterias y metazoos pueden también sintetizar ABA, existiendo dos mecanismos de síntesis: los hongos 
producen ABA a partir de farnesil pirofosfato, mientras que las plantas lo pueden sintetizar directamente desde 
carotenoides 120,121. Recientemente se ha descubierto que el ABA también se sintetiza en mamíferos, incluyendo 
humanos, describiéndose un posible papel terapéutico y profiláctico en modelos de ratones con aterosclerosis y 
diabetes 122. 

 En plantas, las enzimas del metabolismo del ABA están reguladas por señales medioambientales, tales 
como sequía, salinidad, temperatura y luz, así como por otras hormonas, programas intrínsecos de desarrollo y 
ritmos circadianos 120.  Así, la sequía y la salinidad provocan un incremento en los niveles de ABA, lo que irá 
acompañado de cambios en la expresión génica y de una respuesta fisiológica de adaptación a dichos estreses 
123. Una limitación en el suplemento de agua, por tanto, genera un incremento en la biosíntesis de ABA en la 
planta, mientras que la humedad elevada activa rápidamente el catabolismo del ABA 120. Algunos genes 
reguladores del metabolismo del ABA están, así mismo, regulados por ABA. 

 El ABA se sintetiza inicialmente en tejidos vasculares a través de la actividad de enzimas tales como 
ABA2, AAo3 y NCED3 (expresadas específicamente en estos tejidos) y se transporta a tejidos diana. Este 
transporte ocurre a través del xilema y del floema, lo que permite un movimiento bidireccional (de la raíz al tallo y 
viceversa). Al tratarse de un ácido débil (pKa=4.8), el ABA se encuentra principalmente en el compartimento 
apoplástico, pudiendo atravesar fácilmente la membrana plasmática celular. Sin embargo, se han descrito 
transportadores de ABA localizados en la membrana, como por ejemplo el importador tipo ABC AtABCG40 y el 
exportador AtABCG25 120,122. Estos transportadores cumplen un papel importante cuando la difusión libre de ABA 
se ve interrumpida en condiciones de estrés hídrico por variaciones en el pH 122.  

 Bajo condiciones de sequía, el pH apoplástico aumenta, lo que resulta en una mayor retención 
apoplástica de ABA, permitiendo un transporte de la raíz al tallo, con el fin de reducir la transpiración en las 
hojas. Además de esta señalización a larga distancia, cambios en el potencial hídrico debidos a sequía en el 
suelo y en las raíces, pueden inducir la producción local de ABA en las hojas121.  

 El ABA no es solo importante para la respuesta a sequía, también se requiere para un correcto 
crecimiento y desarrollo de la planta en condiciones óptimas. El ABA está implicado en la maduración del 
embrión, dormición de la semilla, germinación, división y elongación celular, inducción de la floración, así como 
en respuestas a otros estreses como salinidad, frío, respuesta al ataque de patógenos y radiación UV 120.  
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2.1.  ABA Y LA RESPUESTA A ESTRÉS 

 Las plantas son organismos sésiles y tienen que adaptar su crecimiento y desarrollo a los cambios 
medioambientales para asegurar su supervivencia. Cambios en la temperatura, la sequía y elevada salinidad del 
suelo son las principales causas que comprometen el correcto desarrollo de las plantas y la floración. Además, 
estos estreses limitan el crecimiento de la planta, lo que causa un grave impacto en la productividad de las 
cosechas a nivel agronómico. Las respuestas celulares a estos estreses incluyen el control de la homeostasis 
iónica, ajustes osmóticos mediante la síntesis de osmoprotectores, mantenimiento de la integridad de las 
membranas, y acumulación de metabolitos antioxidantes para contrarrestar el daño producido por las especies 
reactivas de oxígeno que se generan bajo estas condiciones 124.  

 Una de las funciones principales del ABA durante el crecimiento vegetativo es mediar la respuesta a 
estreses medioambientales como sequía, salinidad y frío. Estos tres factores producen un estrés osmótico y 
oxidativo en la célula pero difieren en otros efectos, con lo cual, las respuestas que van a desencadenar en la 
célula no son idénticas. El ABA también regula la respuesta a hipoxia por inundación, lo que reduce los niveles 
de ABA en tejidos sumergidos  y los incrementa en el tallo 120.  

 A nivel de planta, un estrés hídrico moderado incrementará los niveles de ABA levemente, 
desencadenando la respuesta, lo que provoca el crecimiento de las raíces, que responden a gradientes de 
humedad por hidrotropismo positivo, e inhibe el crecimiento del tallo. Por el contrario, un estrés hídrico severo 
inhibe el crecimiento tanto del tallo como de la raíz, pero promueve la formación de raíces laterales 120.  

 El flujo de agua a través de las membranas celulares para regular el crecimiento y la transpiración están 
controlados por las acuaporinas presentes en el tonoplasto y en la membrana plasmática. El contenido en 
acuaporinas está regulado por muchos factores, incluyendo cambios en el pH o en la concentración de Ca2+, y 
ocurre tanto a nivel transcripcional como a nivel postranscripcional. El ABA regula postranscripcionalmente este 
proceso, induciendo la defosforilación de las acuaporinas, lo que reduce el flujo de agua 120.  Por otro lado, la 
expresión de la mayoría de acuaporinas se reprime por sequía y estrés salino, lo que limita la pérdida de agua y 
crea una señal hidráulica que puede inducir el cierre estomático en las partes aéreas.  

 El ABA también controla la acumulación de sustancias osmoprotectoras como pequeñas proteínas 
hidrofílicas, azúcares, prolina, etc., además de activar mecanismos de detoxificación que confieren tolerancia a 
estreses mediante la regulación del balance redox o mediante la modificación del transporte iónico para el 
restablecimiento de la homeostasis 120.  

 En cuanto a los mecanismos moleculares que gobiernan esta respuesta, se ha observado que en 
periodos de sequía se activa la expresión de los genes de respuesta a ABA, que tienen elementos en su 
promotor de tipo ABRE (“ABA-Responsive Element”), o secuencias ricas en GC DRE (“Dehydration-Responsive 

Element”) presentes en elementos de respuesta a sequía. Estos elementos son reconocidos por factores de 
transcripción, principalmente por proteínas de tipo bZIP (“Leucine Zipper Basic”), aunque también existen 
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proteínas con dominio B3 o proteínas con homeodominio junto a una cremallera de leucina (HD-Zip) 125. 
Además, muchos genes regulados por ABA contienen lugares de unión para factores de transcripción de la 
familia MYB y MYC. Miembros específicos de las familias de APETALA2 (AP2), NAC (“No apical 
meristem/Ataf/CipShaped cotyledons”), WRKY (W-box), bHLH (“Non MYC basic helix-loop-helix”) y dedos de Zn, 
también participan en algunas respuestas a ABA. Mediante estos mecanismos de regulación se controla la 
expresión de efectores de tolerancia al estrés por sequía, como las dehidrinas 126.  

 Los estudios de expresión génica tras la aplicación de un estrés o tras un tratamiento con ABA revelan 
la existencia de dos picos de respuesta: una respuesta primaria y transitoria a las 3 horas, y una respuesta tardía 
y mantenida a partir de las 10 horas. Los genes de respuesta temprana codifican para proteínas reguladoras 
como factores de transcripción, kinasas y fosfatasas, y para genes erd (“early response to dehydration”). Muchos 
de los genes tardíos son: de respuesta a la deshidratación (rd), de respuesta al frío (cor), inducidos por alta 
temperatura (lti) e inducidos por baja temperatura (kin). La mayoría de estos últimos son proteínas similares a los 
LEA (“Late-Embryogenesis-Abundant”, proteínas sintetizadas durante los últimos estadios de la embriogénesis, y 
en tejidos vegetativos sometidos a condiciones de estrés), mientras que otras son proteasas, chaperoninas, 
enzimas del metabolismo del azúcar, canales iónicos y de agua, y enzimas que detoxifican especies reactivas de 
oxígeno 120.  

 Por lo que se refiere al estrés generado por frío, se ha propuesto que la aclimatación y tolerancia a 
bajas temperaturas podría estar mediada por un incremento en los niveles de ABA endógeno 127.  

 

2.2. EL PAPEL DEL ABA DURANTE LA GERMINACIÓN DE LAS SEMILLAS 

 La germinación es uno de los procesos fisiológicos más influenciados por las hormonas vegetales. La 
regulación de la germinación y de la dormición de las semillas se lleva a cabo a través de acciones hormonales 
opuestas 128. Así, el ABA tiene una función determinante en el mantenimiento de la dormición y en la inhibición 
de la germinación de las semillas. Diversos estudios han relacionado la reducción del contenido de ABA en la 
semilla durante la imbibición con un aumento en los porcentajes de germinación 129. Durante la dormición se 
activa el catabolismo del ABA, ocasionando un descenso de la concentración de la hormona en el embrión 130, lo 
que facilita la germinación. El etileno, por su parte, actúa estimulando la germinación 131, al igual que los 
brasinoesteroides 132. De todas las hormonas implicadas, las GAs tienen un papel fundamental en la germinación 
de las semillas de Arabidopsis 133.  

 Durante la germinación, existe un efecto antagónico entre el ABA y las GAs en la movilización de las 
sustancias de reserva 134. En las semillas, las sustancias de reserva van a estar almacenadas en el embrión 
(cotiledones) o en el tejido extraembrionario (endospermo), formando cuerpos intracelulares que contienen 
carbohidratos, lípidos, proteínas y compuestos inorgánicos. El hidrato de carbono de reserva más extendido en 
semillas es el almidón. La activación de α-amilasas cataliza la a movilización del almidón. Las GAs promueven la 
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expresión de α-amilasas mediante la síntesis del factor de transcripción GAMyb, que se une específicamente a 
elementos de respuesta a GAs 135 en los promotores de los genes regulados por esta hormona.  

 El papel inhibitorio del ABA durante la germinación de las semillas se lleva a cabo mediante cambios en 
la expresión génica regulados por factores de transcripción, como los de tipo bZIP, explicados anteriormente. 
Entre los factores de trascripción relacionados con la regulación de la germinación de este tipo se encuentra 
ABI5 136. Los factores de transcripción FUS3 (“Fusca 3”) y LEC2 (“Leafy cotyledon 2”) participan también en el 
desarrollo de las semillas 137. Por último, cabe destacar el papel del factor de transcripción de la familia AP2 ABI4 
(“ABA insensitive 4”) durante este proceso 120. 

 

2.3. BASES MOLECULARES DE LA PERCEPCIÓN Y SEÑALIZACIÓN DEL ABA 

 El grupo del Dr. Sean Cutler caracterizó el compuesto Pirabactina como un agonista del ABA, e 
identificó mutantes de Arabidopsis insensibles a este regulador de crecimiento. Así clonaron el locus “Pyrabactin 

Resistance 1” (PYR1) y lo caracterizaron junto con homólogos de PYR1 (PYLs o PYR-like). Las proteínas 
PYR/PYLs son inhibidores dependientes de ABA de las fosfatasas de tipo PP2C (“ABA-dependent inhibitors of 
Mg2+ and Mn2+ dependent serine/threonine phosphatases type 2C”). El genoma de Arabidopsis codifica para 76 
PP2Cs 138. Ejemplos de PP2Cs son ABI1 (“Abscisic Acid Insensitive 1”) y su homólogo ABI2, que reprimen las 
respuestas a ABA. Por su parte, un rastreo de mediante ensayos de doble híbrido en levaduras (Y2H) dirigido a 
la identificación de reguladores de ABI1 y ABI2 permitió el aislamiento de RCAR1 (“regulatory component of ABA 
receptor”) o PYL9, como proteína interactora de ABI1 y ABI2 123.  

 Las proteínas de la familia PYR/PYL/RCAR han sido caracterizadas como receptores de ABA. La unión 
entre estas y una molécula de ABA constituye el subcomplejo central de la señalización por ABA 120. Los 
receptores PYR/PYL/RCAR presentan en su estructura un bolsillo altamente conservado que sirve para la unión 
con la molécula de ABA mediante la formación de puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas 138.  

 

 

 

Figura 10. Árbol filogenético de los receptores de ABA en 
Arabidopsis. Las proteínas PYR/PYL/RCAR pueden 
agruparse en 3 subfamilias en base a la homología de sus 
secuencias 123. 
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 Todos los miembros de la familia PYR/PYL/RCAR, con la excepción de PYL13, son capaces de unir 
una molécula de ABA. Esta unión deriva en un cambio conformacional que permite la formación de un complejo 
con una proteína PP2C, provocando la inactivación de esta última. Las PP2Cs defosforilan e inhiben la actividad 
de las kinasas SnRKs (“SNF-1 related kinases”). La inactivación de las PP2Cs como resultado de la formación 
del complejos PYR/PYL/RCAR-ABA-PP2C provoca la “liberación” de las SnRKs que activarán factores de 
transcripción, canales iónicos y otros factores implicados en la respuesta a ABA. Las PP2Cs también pueden 
defosforilar otras clases de kinasas, así como factores de transcripción o canales iónicos, lo que proporciona un 
mecanismo para restaurar las funciones celulares. También se sabe que proteínas fosfatasas de otras familias 
pueden inhibir la respuesta al ABA defosforilando alguno de estos factores 120,139.  

 Los receptores PYR/PYL/RCAR pueden dividirse en monoméricos (PYL4-6 y PYL8-10) o diméricos 
(PYR1, PYL1, PYL2 y PYL3) en ausencia de ABA. Los diméricos se disocian tras la unión con ABA, exponiendo 
entonces la superficie que interacciona con las PP2Cs. Su afinidad por la molécula de ABA es entre 50 y 100 
veces menor que la de las formas monoméricas. Los receptores monoméricos interaccionan débilmente con las 
PP2Cs en ausencia de ABA, pero la afinidad tanto de los receptores como de las PP2Cs incrementa en 
presencia de la hormona, lo que ha hecho que las fosfatasas también sean consideradas como co-receptores a 
pesar de no unir directamente la molécula de ABA 120.  

 La inactivación de las PP2Cs tras el cambio conformacional que sufren los receptores PYR/PYL/RCAR 
al unirse la molécula de ABA produce en la mayoría de las células y tejidos vegetales la activación de las SnRKs. 
Sin embargo, existe especificidad de tejido y de estadio de desarrollo en cuanto al tipo de respuesta que se va a 
desencadenar, que dependerá del receptor, la kinasa, o el factor de transcripción que se active en cada caso 
concreto. La comparación de los patrones de expresión y fenotipos en mutantes de estos reguladores de la 
respuesta al ABA ha demostrado que ninguno de estos loci es específico de un solo tejido o estadio, y que la 
mayoría presentan redundancia funcional. Además, se sabe que algunos de estos reguladores centrales del ABA 
tienen un papel en el metabolismo del azúcar, en la respuesta a la salinidad y a otras hormonas 120.  

 Diferentes familias de factores de transcripción regulan positiva o negativamente la respuesta a ABA. 
Entre los reguladores positivos de esta respuesta, que son además dianas principales de las SnRKs, están los 
factores tipo bZIP ABFs/AREBs, que reconocen elementos de respuesta a ABA en los promotores de los genes 
inducibles por dicha hormona 122. Los factores de transcripción tipo WRKY también están implicados en esta ruta 
de señalización. Genes implicados en la respuesta a ABA como ABF2, ABF4, ABI4 o ABI5 contienen secuencias 
en el promotor reconocidas por factores WRKYs. Así, WRKY63 regula positivamente la expresión de ABF2. Otro 
ejemplo sería WRKY40, que reconoce secuencias en el promotor de ABI5, e inhibe su expresión 122.  
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Figura 11. Modelo de la ruta de señalización por ABA. El gráfico muestra las interacciones que se producen en distintos 
rangos de concentraciones de la hormona. Los receptores monoméricos (PYL4-10) interaccionan débilmente con las PP2Cs 
en ausencia de ABA, y fuertemente a bajas concentraciones de ABA, cuando la unión de la hormona produce un cambio en 
su conformación. Los receptores diméricos (PYR1/PYL1-3) tienen menos afinidad por ABA, por lo que se necesita más 
cantidad de hormona para su disociación, tras lo cual interaccionan fuertemente con las PP2Cs. Todas las interacciones con 
PP2Cs provocan su inactivación y la reactivación de las SnRKs, que fosforilarán numerosas proteínas implicadas es la 
respuesta a ABA 120.  

 

 Tras la comparación de transcriptomas regulados por ABA, se ha visto que entre el 1 y el 10% del 
genoma está regulado por ABA, existiendo aproximadamente el mismo número de genes  inducidos por ABA 
que reprimidos en cada experimento. Entre los genes regulados por ABA se encuentran proteínas implicadas en 
la transmisión de la señal (PP2Cs del clado ABI, factores de transcripción, kinasas, proteínas de unión de lípidos, 
y varios transportadores), protectores de la desecación o proteínas específicas de la embriogénesis tardía. Entre 
los genes reprimidos se encuentran, entre otros, múltiples miembros de la familia de receptores PYR/PYL/RCAR, 
lo que permite la desensibilización de la respuesta y la restauración de la homeostasis 120. 

 De manera independiente al control transcripcional, durante periodos de baja disponibilidad de agua se 
produce una reducción de la apertura estomática activada por ABA, con el fin de evitar la pérdida de agua por 
transpiración. El cierre estomático está producido por una pérdida de turgor en las células de guarda, que rodean 
al poro estomático. Esta pérdida de turgor se produce debido a un aumento en la concentración de Ca2+ en el 
citosol, que activa diversos canales iónicos. La pérdida aniónica va a producir una despolarización de la 
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membrana que tendrá como consecuencia un intercambio osmótico (por activación de los canales de K+) y una 
pérdida de agua y de turgor, causando el cierre estomático.  

 El control de los canales iónicos de estomas activado por ABA sucede rápidamente, a través de la 
proteína OST1 (SnRK2.6), que actúa como regulador positivo del cierre estomático. OST1 activa los canales 
iónicos SLAC1 e inhibe los canales catiónicos KAT1 por fosforilación. Por su parte, ABI1 y PP2Cs inhiben la 
actividad de OST1 y otras SnRKs. En presencia de ABA, la actividad fosfatasa de las PP2Cs está bloqueada, y 
como consecuencia, OST1 podrá fosforilar y activar los canales iónicos SLAC1, permitiendo el eflujo de aniones. 
OST1 interacciona con una NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmática que produce H2O2. El 
incremento de los niveles de H2O2 también estimula el cierre estomático, probablemente mediante la inactivación 
de ABI1 y ABI2, que son muy sensibles a las concentraciones de H2O2 y a la oxidación de alguno de sus 
residuos 123.  

 Como se verá en las siguientes secciones, en este trabajo se descubre un nuevo mecanismo molecular 
modulador de la percepción y señalización de ABA en Arabidopsis, basado en la actividad de la proteína DDA1. 
DDA1 es un nuevo tipo de adaptador de sustrato de los complejos CRL4-CDD que reconoce a las proteínas 
PYR/PYL/RCAR y promueve su degradación, con el fin de permitir la desensibilización de la respuesta al ABA en 
plantas, por ejemplo, durante la germinación de las semillas o cuando la condiciones de estrés hídrico remiten. 
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OBJETIVOS 

 

 A pesar de la relevancia funcional de los complejos CDD, tanto en animales como en plantas, se 
desconocen los mecanismos moleculares mediante los cuales dichos complejos regulan y/o facilitan la función 
de las E3 ligasas de tipo CRL4. Con el fin de entender mejor las bases moleculares de la actividad de los 
complejos CRL4-CDD y su papel en la regulación del desarrollo y la respuesta a estrés en plantas, nos hemos 
propuesto la caracterización de uno de sus componentes, la proteína DDA1. Para ello, sugerimos los siguientes 
objetivos: 

 Objetivo 1. Caracterización bioquímica de los complejos que contienen a DDA1 en Arabidopsis.  

 Objetivo 2. Aislamiento y caracterización de proteínas que interaccionan con DDA1. 

 Objetivo 3. Caracterización funcional de DDA1 en Arabidopsis. 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 

1.1. CEPAS BACTERIANAS 

- Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) C58C1Rif R (pGV2260) 140.  

- A. tumefaciens C58C1Rif R (pMP90) 141. 

- Escherichia coli (E. coli) DH5α 142. 

- E. coli DB3.1 (Invitrogen). 

- E. coli BL21pLysS (Novagen). 

 

1.2. CEPAS DE LEVADURAS 

- Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) AH109 (Clontech). 

- S. cerevisiae Y187 (Clontech).   

 

1.3. MATERIAL VEGETAL 

- Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) (L.) Heynh. ecotipo Columbia (Col-0). 

- Nicotiana benthamiana (N. benthamiana). 

- Mutantes de pérdida de función de Arabidopsis en fondo genético Col-0 (tabla 1). 

- Líneas transgénicas estables de Arabidopsis en fondo genético Col-0 (tabla 1). 

- Suspensiones celulares PSB-D de Arabidopsis  (L.) Heynh. ecotipo Landsberg erecta (Ler), derivados de MM2d 
143. 
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Nombre de la línea Referencia Observaciones TAG 

cop10-4 Suzuki et al. (2002 ) 144   
det1-1 Peeper et al. (1994) 145   
cra1 Fernandez-Arbaizar et al. (2012) 146   
hab1-1/ abi1-2 Saez et al. (2006) 147   
pyl8-1 Antoni et al. (2013) 148   
cop9-1 Wei and Deng, (1992) 149   
ddb1a TAIR SALK_038757  
amiRNA-DDA1 Este trabajo pGWB2:amiRNADDA1  
oe3HA-PYL8/pyl8-1 Antoni et al. (2013) 148  HA 
oeFLAG-COP10 Yanagawa et al. (2004) 28  FLAG 
oeHAB1 Saez et al. (2004) 150   
oeDET1-GFP Schroeder et al. (2002) 21  GFP 
oeFLAG-DDB1b Lee et al. (2008) 25  FLAG 
oeTAP-COP1 Rubio et al. (2005) 80  TAP 
oeFLAG-CAND1/cand1-1 Feng et al. (2004) 115  FLAG 
oeDDA1-GFP Este trabajo pGWB5:DDA1 GFP 
iDDA1 Cedida por Marisa Irigoyen pMDC7:DDA1  
pDDA1::DDA1-GFP Este trabajo pGWB4:DDA1 GFP 
pDDA1::DDA1-GUS Este trabajo pGWB3:DDA1 GUS 
oeDDA1-GFP/ oeFLAG-COP10 Este trabajo CRUCE  
oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP Este trabajo CRUCE  
oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-4 Este trabajo CRUCE  
 

Tabla 1: Líneas de Arabidopsis mutantes y transgénicas usadas en este estudio. 
 

2. MÉTODOS DE CLONAJE 
 

2.1. GENERACIÓN DE VECTORES EN PDONR207 Y PDONR221 

 Para generar vectores de expresión en planta, en cultivos celulares, en levadura y en bacteria se utilizó, 
en la mayoría de los casos, la tecnología “Gateway” de Life Technologies, usando como plásmido de entrada 
pDONR207 gentamicinaR en la mayoría de los casos y pDONR221 kanamicinaR para la generación de vectores 
de expresión en cultivos celulares PSB-D de Arabidopsis.  

 Los productos de interés fueron amplificados por PCR 151, con la enzima “Pwo DNA polymerase” 
(Roche) y con cebadores específicos para cada amplicón (tabla 3), que además llevaban a ambos extremos los 
sitios de recombinación que reconoce el bacteriófago λ: attB1 (5’-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACAAA-(inserto)-3’) y attB2 (5’-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA-(inserto)-3’). Los productos de PCR obtenidos se separaron en 
geles de agarosa al 1% con SYBR (Invitrogen) y se purificaron con el kit de extracción de DNA en gel “QIAGEN 
QIAquick® Gel extraction kit”. El clonaje se realizó según las especificaciones del fabricante, usando la enzima 
“Gateway® BP ClonaseTM II Enzyme Mix” (Life Technologies). Los plásmidos generados se transformaron en E. 
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coli DH5α. Las bacterias con el plásmido de interés se seleccionaron con el antibiótico correspondiente, se 
extrajeron con el kit de QIAGEN “QIAprep® Mini-Prep kit”, y se analizaron mediante digestión analítica y 
secuenciación.  

2.2. GENERACIÓN DE VECTORES PENTRTM 

 Las construcciones utilizadas se generaron mediante el sistema “Gateway pENTR™ Directional TOPO® 
Cloning kit” (Life Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante (tabla 2). La amplificación se llevó a 
cabo con cebadores específicos, que se indican en la tabla 3.  

 

Construcción Plásmido Selección Observaciones Método de clonaje 

DDA1 pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
DDA1 (sin STOP) pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
DDA1 (sin STOP) pDONR 221 Kanamicina  Enzima BP 
DDB1a pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
DDB1b pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
DDB1a (sin STOP) pDONR 207 Gentamicina Cedido por V. Rubio Enzima BP 
DDB1b (sin STOP) pDONR 207 Gentamicina Cedido por V. Rubio Enzima BP 
DET1 pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
COP10 pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
DCAF pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
BPA DDB1a  pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
BPB DDB1a pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
BPA+BPB DDB1a pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
BPC DDB1a pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
BPB+BPC DDB1a pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
PYL8  pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
amiRNA DDA1 pDONR 207 Gentamicina  Enzima BP 
pDDA1::DDA1 (sin STOP) pENTRTM Kanamicina  TOPO 
pEN-L4-2-R1 pENTRTM Kanamicina 

http://gateway. 
psb.ugent.be 

 
pEN-R2-GStag-L3 pENTRTM Kanamicina  
pEN-R2-Gsrhino-L3 pENTRTM Kanamicina  

 

Tabla 2: vectores pDONR207, pDONR221 y pENTRTM 
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 Nombre Secuencia Observaciones 

1 DDA1 BF GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGAATAGTGAGCAACTTTAAGTCGA pDONR 

2 DDA1BR sin stop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATAAGCCCTGAGTAGATGAAGAAGAAGACG pDONR 

3 DDA1 BR  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTATAAGCCCTGAGTAGATGAAGAAGAAGACG pDONR 

4 DDB1a BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGAGCTCATGGAACTACG pDONR 

5 DDB1a BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGTGAAGCCTAGTGAGTTC pDONR 

6 DDB1b BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGAGCGTATGGAACTACG pDONR 

7 DDB1b BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGTGAAGCCTAGTGAGTTC pDONR 

8 DET1 BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGTTCACAAGCGGTAACGTCACCG pDONR 

9 DET1 BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCATCGCCTAAAATGGATATTGACG pDONR 

10 COP10 BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGATGACACCTGGCGGAA pDONR 

11 COP10 BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCACTTGGCAAATCGCAATG pDONR 

12 DCAF BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGATGCAGATCCAAAGCC pDONR 

13 DCAF BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTACAATTCACCTTCTGCAG pDONR 

14 BPAa BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACTCACTCGTGCGTTGGCA pDONR 

15 BPAa BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAGGCCCCAAGTTGATATACCT pDONR 

16 BPBa BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATCAATGAACAGGCGTCTG pDONR 

17 BPBa BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAAGCTTCTGAATATCATCAAT pDONR 

18 BPCa 1 BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATTGTCGACTTTTGTGTAG pDONR 

19 BPCa BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGAGGAAGTGAAGCTATTACTCC pDONR 

20 BPCa 2 BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATCACATACGTACTATTCCTC pDONR 

21 amiRNA DDA1 BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATCCAAACACACGCTCGGACG pDONR 

22 amiRNA DDA1 BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCATGGCGATGCCTTAAATAAAG pDONR 

23 pDDA1::DDA1 F CACCTTGAGGCCAACTAAGTTCACC pENTRTM 

24 pDDA1::DDA1 R (sin stop) TCCGCCACCTCCTAAGCCCTGAGTAGATGAAG pENTRTM 
 

Tabla 3: cebadores usados para clonar fragmentos en pDONR  y pENTRTM 

 

2.3. GENERACIÓN DE VECTORES DE EXPRESIÓN EN PLANTA, EN LEVADURAS Y EN 
BACTERIA. 

2.3.1. CONSTRUCCIONES BINARIAS PARA LA TRANSFORMACIÓN ESTABLE DE ARABIDOPSIS 

 Para generar vectores de expresión en planta se utilizó el sistema “Gateway” de Life Technologies, 
usando como plásmido de entrada los plásmidos pDONR207 indicados en la tabla 2 (excepto en el caso de 
pGWB4:pDDA1::DDA1 y pGWB3:pDDA1::DDA1, donde se utilizó como plásmido de entrada pENTR™/SD-
TOPO®). El clonaje se realizó según las especificaciones del fabricante, usando la enzima “Gateway® LR 
ClonaseTM II” (Life Technologies). Los plásmidos generados (tabla 4) se transformaron en E. coli DH5α. Las 
bacterias con el plásmido de interés se seleccionaron con el antibiótico correspondiente, se extrajeron con el kit 
de QIAGEN “QIAprep® Mini-Prep kit”, y se analizaron mediante digestión analítica y secuenciación. 

Se usaron los vectores pGWB2, pGWB3, pGWB4, pGWB5 152 para la transformación de plantas de Arabidopsis. 
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Construcción 
 

Plásmido Selección Observaciones Método de clonaje 

35S::amiRNA DDA1 pGWB2 Kanamicina  Gateway 
35S::DDA1-GFP pGWB5 Kanamicina  Gateway 
pDDA1::DDA1-GFP pGWB4 Kanamicina  Gateway 
pDDA1::DDA1-GUS pGWB3 Kanamicina  Gateway 
35S::3HA-PYL8 Alligator2 Spectinomicina Cedido por P. Rodríguez  

 

Tabla 4: construcciones binarias usadas para la transformación estable de Arabidopsis. 

 

2.3.2. CONSTRUCCIONES PARA ENSAYOS BiFC EN N. benthamiana 

 Para realizar los experimentos de Complementación Bimolecular Fluorescente (BiFC) se generaron 
vectores de destino pBiFC para la expresión de las proteínas de interés fusionadas al fragmento N-terminal o C-
terminal de la E-YFP (proteína fluorescente amarilla) de Clontech, bajo el control de promotor 35S 153 (tabla 5).  
Así, se utilizaron 4 plásmidos pBIFC: 

 

-pBIFC1: Sitio Gateway + Fragmento N-terminal de la YFP. 

-pBIFC2: Fragmento N-terminal de la YFP + Sitio Gateway. 

-pBIFC3: Fragmento C-terminal de la YFP + Sitio Gateway. 

-pBIFC4: Sitio Gateway + Fragmento C-terminal de la YFP. 

 

 Se utilizaron, también para este ensayo, plásmidos del sistema pYFC43 y pYFN43 154, compatibles los 
plásmidos del sistema de Clontech. Estas construcciones fueron cedidas por el laboratorio del Doctor Pedro 
Rodríguez (IBMCP-CSIC, Valencia). 
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Construcción Selección Observaciones Método de clonaje 

pBIF1 

DDA1:YFPN Spectinomicina  Gateway 
DDB1a:YFPN Spectinomicina  Gateway 
pBIF2 

YFPN:PYL8 Spectinomicina  Gateway 
pBIF3 

YFPC:PYL8 Spectinomicina  Gateway 
YFPC:COP10 Spectinomicina  Gateway 
YFPC:DET1 Spectinomicina  Gateway 
pBIF4 

DDA1:YFPC Spectinomicina  Gateway 
DDB1a:YFPC Spectinomicina  Gateway 
DDB1b:YPFC Spectinomicina  Gateway 
pYFN43 

YFPN:PYL4 Kanamicina 
Cedido por P. Rodríguez 

 
YFPN:PYL9 Kanamicina  
pYFC43 

YFPC:PYR1 Kanamicina 

Cedidos por P. Rodríguez 

 
YFPC:PYL1 Kanamicina  
YFPC:PYL2 Kanamicina  
YFPC:PYL4 Kanamicina  
YFPC:PYL5 Kanamicina  
YFPC:PYL6 Kanamicina  
YFPC:PYL7 Kanamicina  
YFPC:PYL9 Kanamicina  
YFPC:PYL10 Kanamicina  

 

Tabla 5: Construcciones usadas para ensayos de BiFC en Benthamiana. 

 

2.3.3. CONSTRUCCIONES PARA DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS (Y2H) 

 Para los ensayos de doble híbrido en levadura (Y2H) se utilizaron los vectores pGADT7 y pGBKT7 de 
Clontech modificados mediante la inserción del cassette ccdB Gateway (cedidos por la Doctora Marta Boter, 
CNB, CSIC). Los genes clonados en estos vectores se expresan fusionados al dominio de activación GAL4 (AD) 
en pGADT7 o al dominio de unión GAL4 (BD) en pGBKT7, ambos bajo el control del promotor T7 (tabla 6).  
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Construcción 
 

Selección Observaciones Método de clonaje 

pGADT7 (dominio de activación GAL4, presa) 
DDA1 Ampicilina  Gateway 
DDB1a Ampicilina  Gateway 
DDB1b Ampicilina  Gateway 
DET1 Ampicilina  Gateway 
COP10 Ampicilina  Gateway 
DCAF Ampicilina  Gateway 
BPA Ampicilina  Gateway 
BPA DDB1a  Ampicilina  Gateway 
BPB DDB1a Ampicilina  Gateway 
BPA+BPB DDB1a Ampicilina  Gateway 
BPC DDB1a Ampicilina  Gateway 
BPB+BPC DDB1a Ampicilina  Gateway 
BPA DDB1b  Ampicilina  Gateway 
BPB DDB1b Ampicilina  Gateway 
BPA+BPB DDB1b Ampicilina  Gateway 
BPC DDB1b Ampicilina  Gateway 
BPB+BPC DDB1b Ampicilina  Gateway 

PYL4 84-207 Ampicilina Purificado de la librería de M. I. Puga, 
conteniendo del aa 84 al 207 de PYL4  

PYL9 75-189 Ampicilina Purificado de la librería de M. I. Puga, 
conteniendo del aa 75 al 189 de PYL9  

pACT2 (dominio de activación GAL4, presa) 
PYL5 Ampicilina 

Cedidos por P. Rodríguez 
 

∆NPYL6 Ampicilina  
PYL8 Ampicilina  
PGBKT7 (dominio de unión GAL4, cebo) 
DDA1 Kanamicina  Gateway 
DDB1a Kanamicina  Gateway 
DDB1b Kanamicina  Gateway 
DET1 Kanamicina  Gateway 
COP10 Kanamicina  Gateway 
DCAF Kanamicina  Gateway 

 

Tabla 6: Construcciones usadas para ensayos tipo Y2H en levaduras 
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2.3.4. CONSTRUCCIONES PARA PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN E. coli 

 Las construcciones para la purificación de proteínas recombinantes expresadas en E. coli (cepa BL21 
pLysS) fueron cedidas por el laboratorio del Doctor Pedro Rodríguez (IBMCP-CSIC, Valencia) (tabla 7). 

 
Construcción 

 
Plásmido Selección Observaciones 

HIS-PYL8-HIS pET28a Kanamicina 

Cedidos por P. Rodríguez HIS-PYL9-HIS pET28a Kanamicina 
HIS-PYL4-HIS pETM11 Kanamicina 
HIS-PYL5-HIS pETM11 Kanamicina 

 

Tabla 7: Construcciones usadas para expresión y purificación de proteínas a partir de células de E. coli. 

 

2.4. GENERACIÓN DE VECTORES DE EXPRESIÓN EN SUSPENSIONES CELULARES DE 
ARABIDOPSIS PSB-D. 

 Para la expresión de proteínas fusionadas al epítopo TAP en cultivos celulares de Arabidopsis PSB-D, 
se utilizó como vector de entrada el plásmido pDONR221:DDA1 (sin STOP). Se usó la tecnología “standard 

multisite Gateway LR reaction” para generar los plásmidos 35S::DDA1-mTAP y 35S::DDA1-Gsrhino, que llevan 
la fusión TAP en el extremo C-terminal de DDA1. En el caso de 35S::DDA1-mTAP dicha fusión consiste en dos 
repeticiones de la proteína G, un sitio de corte para la proteasa TEV (del virus del mosaico del tabaco) y un sitio 
de unión a la estreptavidina (“Streptavidin Binding Peptide”, SBP). 35S::DDA1-GSrhino contiene los mismos 
epítopos separados por un sitio de corte de la proteasa 3C de rinovirus de humano.  

 Para la generación de estos vectores se utilizaron las siguientes combinaciones, tal y como esta 
descrito en 155,156: 

 35S::DDA1-mTAP: plásmidos pKCTAP + pEN-L4-2-R1 (promotor 35S) + pEN-R2-GStag-L3 (Gs TAP 
tag) + pDONR221:DDA1 (sin stop).  

 35S::DDA1-Gsrhino: plásmidos pKCTAP + pEN-L4-2-R1 (promotor 35S) + pEN-R2-GSrhino-L3 (Gs 
TAP tag) + pDONR221:DDA1 (sin stop). 
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Figura 12: Esquema de la estrategia de clonaje de las construcciones TAP tag. TT: terminador de la transcripción del virus 
del mosaico de la coliflor 35S; acdB: gen tóxico para selección negativa de plásmidos no recombinados; KmR: gen de 
resistencia a la kanamicina; GFP: proteína fluorescente verde; LB y RB: bordes izquierdo y derecho del T-DNA 157. 

 

 Todos los vectores usados están disponibles en http://gateway.psb.ugent.be.  

 Los vectores pKCTAP tienen resistencia a kanamicina y un cassette de expresión de GFP. 

 Los plásmidos se transformaron en E. coli DH5α, y se seleccionaron por su resistencia a 
espectinomicina. Las bacterias con el plásmido de interés se seleccionaron con el antibiótico correspondiente, se 
extrajeron con el kit de QIAGEN “QIAprep® Mini-Prep kit”, y se analizaron mediante digestión analítica y 
secuenciación. Posteriormente se transformaron en cepas de A. tumefaciens C58C1 pMP90, y las colonias de 
interés se seleccionaron por su resistencia a espectinomicina y gentamicina. 

 

2.5. GENERACIÓN DE VECTORES PARA LA EXPRESIÓN DE UN miRNA ARTIFICIAL DE 
DDA1 (amiRNA DDA1)  EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS. 

 Para la generación de una línea de miRNA de DDA1 en Arabidopsis, se utilizó la aplicación web 
“WMD3-Web MicroRNA Designer” que proporciona 4 secuencias de cebadores diseñados para “fabricar” un 
micro RNA artificial (que será específico para la secuencia proporcionada) a partir del precursor del miR319a de 
Arabidopsis, mediante PCR. 

 El fragmento específico de DDA1 que reconoce este miRNA artificial (amiRNA) es 
GTGTGTACATAACATTAAT. Los cebadores diseñados para generarlo se muestran en la tabla 8. 
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Nombre 
 

Secuencia 

25 cebador I miR-s GATTTAATGTTATGTACACACGCTCTCTCTTTTGTATTCC 
26 cebador II miR-a AGCGTGTGTACATAACATTAAATCAAAGAGAATCAATGA 
27 cebador III miR*s GAGCATGTGTACATATCATTAATTCACAGGTCGTGATATG 
28 cebador IV miR*a GAATTAATGATATGTACACATGCTCTACATATATATTCCT 
29 cebador A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC  
30 cebador B GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG  

 

Tabla 8: cebadores usados para generar un amiRNA específico para DDA1 de Arabidopsis. 

 

 Como molde para las PCRs se utilizó el plásmido pRS300 (cedido por el laboratorio del Dr. Crisanto 
Gutierrez, CBMSO), que contiene el precursor del miR319a.  

 La estrategia de clonaje se llevó a cabo tal y como se indica en la figura 13. 

 

Figura 13: Estrategia para generar amiRNAs a partir del precursor del miR319a (http://wmd3.weigelworld.org/). 

 

 I: cebador I miR-s 

 II: cebador II miR-a  

 III: cebador III miR*s 

 IV: cebador IV miR*a 

 A y B: son específicos del plásmido pRS300. Se localizan fuera del sitio de clonaje del pBSK.  
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 Las PCRs que se llevaron a cabo se resumen en la tabla 9.  

 Cebador sentido Cebador antisentido molde 
a A IV pRS300 
b III II pRS300 
c I B pRS300 
d A B a + b + c 
e amiRNA DDA1 BF amiRNA DDA1 BR d 

 
Tabla 9: PCRs a realizar para generar un miRNA artificial de Arabidopsis (http://wmd3.weigelworld.org/). 

 

 Se generaron además los cebadores amiRNA DDA1 BF y BR (tabla 3, cebadores 21 y 22) para poder 
clonar el fragmento amplificado en un plásmido pDONR207 y posteriormente en un vector pGWB2 siguiendo la 
tecnología “Gateway”.  

 Los plásmidos se transformaron en E .coli DH5α. Las bacterias con el plásmido de interés se 
seleccionaron con el antibiótico correspondiente, se extrajeron con el kit de QIAGEN “QIAprep® Mini-Prep kit”, y 
se analizaron mediante digestión analítica y secuenciación. Posteriormente se transformaron en cepas de A. 

tumefaciens C58C1 pGV2260. 

 

3. CONDICIONES DE CULTIVO Y TRANSFORMACIÓN 
 

3.1. CULTIVO Y TRANSFORMACIÓN DE MICROORGANISMOS  

 Para el crecimiento de bacterias (E. coli DH5α, BL21 y A. tumefaciens) se utilizó el medio de cultivo LB 
líquido o sólido (10 g/L Triptona, 5g/L extracto de levadura y 10 g/L NaCl, pH 7), con los antibióticos 

correspondientes en cada caso (ampicilina 100 µg/mL, gentamicina 50 µg/mL, kanamicina 50 µg/mL, rifampicina 

50 µg/mL y espectinomicina 50 µg/mL). La temperatura de crecimiento fue 37ºC para E. coli y 28ºC para A. 

tumefaciens, y el crecimiento en medio líquido se realizó con una agitación de 250 rpm (revoluciones por 
minuto).  

 La transformación de células competentes de E. coli se llevó a cabo mediante choque térmico 151 o 
mediante electroporación 158. Para la transformación de A. tumefaciens se utilizó el protocolo descrito en 159. 

 Para el cultivo de S. cerevisiae se utilizaron los medios YPD (cepas Y187: 20 g/L peptona/triptona, 10 
g/L extracto de levadura, 40% glucose, pH 5.8) e YPAD (cepas AH109: igual composición que el medio YPD, 
con 40 mg/L adenina). El medio YSD (6.7 g/L de base nitrogenada, más el drop-out (DO suplement) 
correspondiente) se utilizó para la selección de transformantes: 
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 YSD-L: : Base nitrogenada con -Leu/-Trp DO Suplement (Clontech) y 0.002% Triptófano. 

 YSD-W: Base nitrogenada con -Leu/-Trp DO Suplement (Clontech) y 0.002% Leucina. 

 YSD-WL: Base nitrogenada con -Leu/-Trp DO Suplement (Clontech). 

 YSD-WLH: Base nitrogenada con -Leu/-Trp/-His DO Supplement (Clontech). 

 YSD-WLA: Base nitrogenada con -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement (Clontech) y 0.002% histidina. 

 YSD-WLHA: Base nitrogenada con -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement (Clontech). 

 

 En los medios sin histidina (YSD-WLH e YSD-WLHA) se añadieron, como complemento extra para la 
selección, diferentes concentraciones de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT), que es un inhibidor del producto del gen 
HIS3, implicado en la biosíntesis de histidina en S. cerevisiae.  

 La temperatura de crecimiento fue de 30ºC y la agitación en caso de medio líquido fue de 250 rpm.  

 Para la generación de células competentes de S. cerevisiae y su posterior transformación se siguió el 
protocolo basado en el uso de acetato de litio, descrito en “Matchmaker Gal4 Two-Hybrid User Manual” 
(Clontech Laboratories, Inc.). Las colonias co-trasformadas con los vectores pGADT7 y pGBKT7 se 
seleccionaron en medio YSD-WL. Las colonias transformadas con el plásmido pGBKT7:DDA1 se seleccionaron 
en medio YSD-W. 

 

3.2. CULTIVO, TRANSFORMACIÓN Y CRUCES DE PLANTAS DE ARABIDOPSIS 

 Para el crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis, las semillas se esterilizaron con una solución de 
hipoclorito de sodio (v/v) y Tween 0.01% durante un tiempo máximo de 7 minutos, tras lo cual se lavaron varias 
veces con agua destilada y se sembraron en medio “Murashige y Skoog” o MS (Duchefa) con 1% de sacarosa y 
0.8% de bactoagar. Una vez sembradas las semillas se estratificaron en placa a 4ºC y en oscuridad durante 2 
días, tras los cuales se pasaron a cámaras de cultivo en condiciones de día largo (16h luz/ 8h oscuridad), a 22ºC 
y con un 60% de humedad relativa. 

 Los tratamientos específicos a los que se sometieron las semillas y las plántulas se indicarán más 
adelante.   

 Para la obtención de semillas y para realizar cruzamientos, las plántulas de 2 semanas se trasplantaron 
desde las placas a una mezcla de tierra con vermiculita (en una relación 3:1) para su crecimiento en el 
invernadero a 22ºC, en condiciones de día largo.   
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 Los cruzamientos para obtener las líneas de Arabidopsis oeDDA1-GFP/oeFLAG-COP10, oe3HA-
PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP y oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-4 se realizaron emasculando las flores antes de que 
maduraran las anteras del receptor, y frotando su estigma con uno o varios estambres maduros del polinizador. 
La segregación de la progenie se analizó, según el caso, mediante la resistencia al antibiótico adecuado 
(higromicina 50 µg/mL para oeDDA1-GFP, PPT (Phosphinothricin) 50 µg/mL para la mutación pyl8-1 y para 
FLAG-COP10), mediante la fluorescencia en la semilla (para oe3HA-PYL8) o mediante PCR y secuenciación 
(para la mutación cop10-4).  

 La transformación de plantas de Arabidopsis se llevó a cabo mediante la infiltración por inmersión de las 
inflorescencias durante 10 minutos en una solución de MS (3.67 g de MS por cada 1.5 L de agua destilada), 5% 
de sacarosa, 0.02% del agente surfactante Silwet L77, y A. tumefaciens con la construcción de interés 160. Las 
semillas transformadas obtenidas se seleccionaron en placas de medio MS con el antibiótico correspondiente y 
50 µg/mL de carbenicilina para evitar el crecimiento de A. tumefaciens.  

 Para los ensayos de BiFC y algunos experimentos de CoIP, se usaron plantas de N. benthamiana de 3-
4 semanas, cuyas hojas de infiltraron con suspensiones de A. tumefaciens transformadas con los vectores 
correspondientes, siguiendo el protocolo descrito por 161. Además, se utilizó el vector p19, que suprime el 
silenciamiento génico de las construcciones infiltradas 162. Tras tres días, las hojas fueron usadas para la 
observación con el microscopio confocal o fueron recogidas y congeladas hasta su posterior utilización.  

 

3.3. CULTIVO Y TRANSFORMACIÓN DE SUSPENSIONES CELULARES DE ARABIDOPSIS 

 El cultivo de suspensiones celulares de Arabidopsis PSB-D se realizó en medio MSMO (4.43 g/L MS-
minimal organics Sigma, 30 g/L glucosa, 0.5 mg/L NAA, 0.05 mg/L kinetina, pH 5.7), en oscuridad y en agitación 
constante a 130 rpm. La temperatura de crecimiento fue de 25 grados. Para el mantenimiento de las líneas 
generadas también se utilizó el cultivo en medio MSMO sólido (MSMO suplementado con 0.8% de agar). 

 Para la transformación de estas células, se co-cultivaron durante 72 horas las suspensiones celulares y 
los cultivos de A. tumefaciens C58C1 pMP90 con la construcción correspondiente, tal y como está descrito en  
156. La selección de las células transformadas se llevó a cabo mediante el cultivo en medio MSMO con los 
antibióticos carbenicilina (500 µg/mL) y vancomicina (500 µg/mL) durante 3 semanas y a concentraciones 
decrecientes de kanamicina (50 µg/mL durante las 3 primeras semanas y 25 µg/mL durante la cuarta semana).  

 Los cultivos de suspensiones celulares en medio líquido se refrescaron con medio nuevo cada 7 días. 
Para los ensayos de TAP y CoIP se recogió material a los 3 días de refrescar el medio.   
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4. EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN ARABIDOPSIS 
 

4.1. EXTRACCIÓN DE DNA DE PLANTAS DE ARABIDOPSIS 

 Para la extracción de DNA de plantas de Arabidopsis se utilizaron hojas de roseta de planta adulta (3 o 
4 semanas). Se llevó a cabo siguiendo el método descrito por 163. 

 

4.2. ANÁLISIS DEL DNA EXTRAÍDO MEDIANTE PCR 

 El análisis del DNA mediante PCR 151 se usó para la selección de las plantas mutantes ddb1a (SALK-
038757) y para la selección de las portadoras de la mutación cop10-4 en los cruces oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-

4. Para la amplificación se utilizó la enzima TAQ (Roche) y los cebadores que se detallan en la tabla 10. 

 Nombre Secuencia Observaciones 

31 Genómico ddb1a F TGAGAGACCATAACCATCTTCTAGC  

32 Genómico ddb1a R GATGTGCAAAGCCCACTATTG  
33 SALK  TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG  
34 cop10-4 F CCTGATTGCTCAGCTGGTCC  
35 cop 10-4 R CAGCTAAATCAGTAAAGCTCC  

 

Tabla 10: cebadores usados para genotipar plantas mutantes de Arabidopsis para los genes ddb1a y cop10-4. 
 

 En el caso de la línea mutante para DDB1a, el T-DNA está insertado en el quinto intrón, lo que va a 
generar una línea sin expresión para este transcrito 20. Para su selección, se realizó la amplificación con 
diferentes combinaciones de cebadores: 31 + 32 para amplificar el gen nativo y 31 + SALK (33) para amplificar el 
T-DNA. Se utilizaron geles horizontales de agarosa (1%) con “SYBR safe DNA gel stain” (Invitrogen) en tampón 
TAE (Tris-acetato 50 mM, EDTA 1 mM), para analizar el resultado.   

 cop10-4 144, sin embargo, tiene una mutación puntual en el primer intrón que afecta al sitio de 
procesamiento, generando una proteína truncada.  Para la selección, los productos de PCR obtenidos con los 
cebadores 34 y 35 se separaron en geles de agarosa al 1% con SYBR (Invitrogen), y la banda resultante se 
cortó, se purificó con “Qiaquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN) y se analizó mediante secuenciación. Las 
secuencias fueron visualizadas con el programa ChromasPro, y para su edición y análisis se utilizó JustBio 
(http://www.justbio.com). 

 

 

 

http://www.justbio.com/
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4.3.  EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DE RNA DE PLÁNTULAS DE ARABIDOPSIS 

 Para analizar la expression de DDA1 en líneas oeDDA1-GFP, amiRNA-DDA1 y Col, se extrajo (por 
triplicado) RNA total de 15 o 20 plántulas de 7 días con el kit “RNeasy plant mini kit” (Qiagen), según las 
indicaciones del fabricante. Posteriormente se llevó a cabo la digestión del posible DNA presente en la muestras 
extraídas con el kit “Ambion® TURBO DNA-free™” (Life Technologies). El RNA obtenido se cuantificó en el 
NANODROP. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 µg de RNA total usando el kit “High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription kit” (Applied Biosystems). Se usaron 10 µL de este cDNA diluido 1:10 en agua, para la reacción de 
qRT-PCR con la enzima “FastStart Universal SYBR Green Master Mix” (Roche), y con los cebadores que se 
indican en la tabla 11.  

 Nombre Secuencia Observaciones 

36 DDA1-RT F CCCTCCGATCCTTCTAATCC  

37 DDA1-RT R GCTGCGTATAAGAATGTTTTTCAC  

38 ACTINA8-RT F GGTACTGGAATGGTTAAGGC 
Control interno (Actina 8) 

39 ACTINA8-RT R GTCCAACACAATACCGGTTG 
 

Tabla 11: cebadores usados para analizar la expresión del gen DDA1 de Arabidopsis y Actina8 como control. 

 

 Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en placas ópticas de 96 pocillos, en un termociclador “7300 
Real-Time PCR system” (Applied Biosystems) y los resultados fueron analizados con el programa 7300. Las 
condiciones de PCR fueron: 2 min a 50ºC, 10 min a 95ºC, y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 30 segundos a 
60ºC.  

 Para el análisis de la expresión de 3HA-PYL8 en plántulas oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP y 
oe3HA-PYL8/pyl8-1, plántulas crecidas en medio sólido durante 7 días fueron transferidas durante 1 hora a 
medio MS líquido con cicloheximida (CLX) (Sigma-Aldrich) a 50 µM y suplementado o no con 50 µM de ABA 
(Sigma-Aldrich). Se recogieron también plántulas sin tratar como control (tiempo 0). La extracción y análisis del 
RNA se realizó tal y como se ha descrito anteriormente, usando en este caso los cebadores que se indican en la 
tabla 12.  

 Nombre Secuencia Observaciones 

40 HA-RT F CTATGACGTCCCGGACTATGCA  

41 PYL8-RT R CACTGATTATCCACAAGCTCA  

42 EF1α-RT F CCCAGGCTGATTGTGCTGT 
Control interno (Elongation Factor 1α) 

43 EF1α-RT R GGGTGGTGGCATCCATCTTGTT 
 

Tabla 12: cebadores usados para analizar la expresión del transgén 3HA-PYL8 y EF1 α como control. 
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4.4. EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DE RNA DE SEMILLAS DE ARABIDOPSIS 

 Para analizar los niveles de expression del transcrito 3HA-PYL8 en semillas oe3HA-PYL8/pyl8-

1/oeDDA1-GFP, oe3HA-PYL8/pyl8-1 , oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-4 y Col tratadas durante 24 horas en placas de 
MS suplementadas o no con 3 µM de ABA, se realizó la extracción de RNA de semilla tal y como está descrito 
en 164. Tras la extracción, el DNA de cada muestra fue digerido con el kit “Ambion® TURBO DNA-free™” (Life 
technologies). El cDNA fue sintetizado con “High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit” (Applied biosystems) 
y la reacción de qRT-PCR se realizó con la enzima “FastStart Universal SYBR Green Master Mix” (Roche) y con 
los cebadores 40, 41, 42 y 43 que se indican en la tabla 12.  

 

5. ENSAYOS DE DOBLE HÍBRIDO EN LEVADURAS 

 En este trabajo, se han llevado a cabo dos aproximaciones diferentes de doble híbrido: en primer lugar 
se han llevado a cabo ensayos de doble híbrido por conjugación entre las cepas AH109 e Y187 de S. cerevisiae 
con el fin de encontrar interactores de DDA1 en una librería de cDNAs de Arabidopsis. En segundo lugar se han 
analizado interacciones entre dos proteínas conocidas mediante ensayos de cotransformación en la cepa 
AH109.  

 Para ambos ensayos, se utilizó el sistema  “Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System” (Clontech). 

 

5.1. DOBLE HÍBRIDO POR CONJUGACIÓN 

 Con el fin de buscar interactores de DDA1, el cDNA de esta proteína fue clonado en el plásmido 
pGBKT7 y transformado en la cepa Y187 (ver apartado 3.1). Analizando la actividad β-galactosidasa de esta 
cepa se chequeó en primer lugar que la construcción utilizada no autoactivase, tras lo cual se realizó el ensayo 
de conjugación con una genoteca de cDNAs de plántulas de Arabidopsis, clonados en el vector pGADT7 y 
transformados en la cepa AH109. Esta librería de cDNA fue cedida por la Doctora Mabel Puga (CNB, CSIC).  

 Los ensayos por conjugación se llevaron a cabo de acuerdo con el manual “Matchmaker Gal4 Two-
Hybrid User Manual” (Clontech). Para ello se incubó durante 16 horas un cultivo que contenía una alícuota de la 
genoteca más la cepa Y187 portadora de la construcción pGBKT7-DDA1.  Todo el cultivo se plaqueó en medio 
YSD-WLHA con diferentes concentraciones de 3-AT. Las placas se incubaron a 30ºC durante 5 días. La 
eficiencia de la conjugación fue de 9.5 x 106 unidades formadoras de colonia. Las 924 colonias positivas se 
mantuvieron en medio YSD-WL hasta su análisis mediante crecimiento en las distintas auxotrofias (-WLA, -WLH 
y -WLAH con distintas concentraciones de 3-AT) para discriminar entre las interacciones más fuertes y más 
débiles. Además, con la misma finalidad, se realizaron ensayos β-galactosidasa 165.  
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 Una vez seleccionadas las interacciones de interés, se procedió a la extracción del plásmido pGADT7 
que contenía en cDNA de la posible proteína interactora. Para ello se realizaron cultivos de las colonias 
seleccionadas en medio líquido selectivo YSD-L, la extracción del plásmido se llevó a cabo según el protocolo 
descrito por 166. Como siguiendo esta metodología el DNA extraído no es muy limpio, los plásmidos extraídos se 
transformaron en células de E. coli DH5α mediante electroporación y las colonias positivas se seleccionaron por 
su resistencia a ampicilina. El plásmido, entonces, fue extraído con el kit de “QIAGEN QIAprep® Mini-Prep kit”, y 
el cDNA clonado se analizó mediante secuenciación con los cebadores que se indican en la tabla 13. 

 

 Nombre Secuencia Observaciones 

44 pGADT7 F CTATTCGATGATGAAGATACCCC  

45 pGADT7 R AGATGGTGCACGATGCACAG  
 

Tabla 13: cebadores usados para secuenciar los plásmidos pGADT7. 

 

5.2. DOBLE HÍBRIDO POR COTRANSFORMACIÓN 

 Para realizar ensayos de doble híbrido dirigidos, las proteínas en estudio se clonaron en los vectores 
pGADT7 y pGBKT7 (ver tabla del apartado 2.3) y se cotransformaron en células AH109 (ver apartado 3.1). Las 
células transformadas con ambas construcciones se seleccionaron en medio YSD-WL, y posteriormente fueron 
inoculadas en medios YSD-WLH, YSD-WLA y YSD-WLHA, suplementados o no con diferentes concentraciones 
de 3-AT, para determinar la fuerza de la interacción.  En algunos casos, la cotransformación de los clones 
pGAD-T y pGBK53 en la cepa AH109 (Clontech) fue usada como control positivo.   

 

6. ENSAYOS TIPO TAP O “TANDEM AFFINITY PURIFICATION” 

 A partir de 2 litros de suspensiones celulares que sobreexpresaban la fusión DDA1-Gsrhino (esto es, 
dos repeticiones de la proteína G, un sitio de corte para la proteasa 3C de rinovirus y un sitio de unión a SBP, 
todo ello bajo el control de un promotor constitutivo 35S; ver apartado 2.4) se llevó a cabo un ensayo tipo TAP. El 
ensayo tipo TAP consiste en la extracción de proteínas de las suspensiones celulares, seguido de un primer 
paso de purificación con resina de afinidad por la inmunoglobulina G “IgG Sepharose FF” (GE healthcare), una 
incubación con la proteasa “Rhinovirus 3C protease” (GE healthcare) que corta a 4ºC, y un segundo paso de 
purificación con la resina de unión a la streptavidina “Streptavidin sepharose” (GE healthcare), que requiere 
destiobiotina para la elución. Todo ello se llevó a cabo  tal y como está descrito en 155. 

 Para la identificación de proteínas presentes en el eluído final, las proteínas se separaron por 
electroforesis NuPAGE en un gel de gradiente 4-12% NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen), seguido de una digestión 
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con tripsina, siguiendo el protocolo de 156. El análisis de los péptidos mediante un sistema nano-LC conectado a 
un espectrómetro de masas LTQ orbitrap Velos (Thermo-Fisher), y su identificación mediante TAIRplus database 
se realizó en colaboración con el laboratorio del doctor Geert de Jaeger (VIB, Gante, Bélgica) 155. Las proteínas 
contaminantes o de fondo se descartaron basándose en la comparación con las bases de datos de proteínas 
contaminantes presentes en otros ensayos que disponen en el laboratorio del doctor Geert de Jaeger.  

 Para realizar los ensayos de CoIP tipo TAP de las fusiones DDA1-GSrhino, las suspensiones celulares 
transformadas con esta construcción fueron tratadas durante dos horas con 50 μM de ABA o 50 μM de GA. Se 
realizó la extracción de proteínas a partir de 3 gramos de material. Se llevó a cabo el protocolo tal y como está 
descrito en 155. Tras las incubaciones pertinentes, el eluído se separó de la resina por centrifugación y fue 
desnaturalizado por cocción a 99ºC durante 5 minutos. Las muestras se separaron en geles SDS-PAGE y se 
analizaron por western blot con los anticuerpos anti-DDA1 y anti CSN5.  

 

7. ENSAYOS DE COMPLEMENTACIÓN BIMOLECULAR FLUORESCENTE 
(BiFC) 

 Para realizar los experimentos de BiFC, se generaron plásmidos para la expresión de las proteínas de 
interés fusionadas al fragmento N-terminal o C-terminal de la E-YFP (ver apartado 2.3.2 y tabla 5). Para 
comprobar la interacción entre dos proteínas, se agroinfiltraron las construcciones correspondientes y sus 
respectivos controles (vectores vacíos) en hojas de N. benthamiana, junto con el supresor de silenciamiento p19. 
Las hojas se analizaron a las 72 horas de la infiltración mediante microscopía confocal. La fluorescencia fue 
visualizada en células epidérmicas de las hojas. Fragmentos de hoja fueron sumergidos durante unos minutos 
en una solución con DAPI para visualizar los núcleos (1 µg/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en 100 mM 
de tampón fosfato y 0.5 de tritón 100%).  

 Para realizar en conteo de núcleos fluorescentes, se analizaron imágenes de hojas de N. benthamiana 
con un área determinada, agroinfiltradas con diferentes combinaciones de plásmidos, y se analizaron con el 
programa “ImageJ versión 1.37” (http://rbs.info.nih.gov/ij). Se utilizaron los mismos parámetros de contraste de 
imagen para analizar todas las muestras y sus controles. El total de núcleos analizados se determinó mediante el 
conteo de núcleos teñidos con DAPI presentes en las mismas áreas estudiadas. Fueron analizados un mínimo 
de 100 núcleos por combinación y por réplica biológica.  

 

8. MICROSCOPÍA 

 Para el análisis de ensayos BiFC en hojas de N. benthamiana y para el análisis de localización 
subcelular de la proteína DDA1-GFP, se utilizó un microscopio Leica TCS SP5 (Leica Microsystems), con un 
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objetivo de inmersión 63x o 20x-dry. El programa “LAS AF v.2.3.6” se usó para la adquisición de la imagen. El 
procesamiento de las imágenes se realizó con el programa ImageJ.  

 Para el estudio de la localización subcelular de DDA1-GFP, se analizaron células epidérmicas de raíces 
de plántulas pDDA1::DDA1-GFP de Arabidopsis crecidas en placas verticales durante 4 días.   

 Los óvulos y semillas de las plantas pDDA1::DDA1-GUS fueron visualizados con un microscopio Zeiss 
Axioskop, con los objetivos de 10x y 20x.  

 

9. TINCIÓN TIPO β-GLUCURONIDASA (GUS) 

 La tinción GUS se llevó a cabo como está descrito en 167.  

 

10. TECNOLOGÍA DE PROTEÍNAS 
 

10.1. INDUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN E.COLI 

 Para la expresión de las proteínas PYL4, PYL5, PYL8 y PYL9 fusionadas a colas de Histidinas, tanto en 
el extremo N como en el C terminal, los plásmidos cedidos por el doctor Pedro Rodríguez (IBMCP-CSIC, 
Valencia; ver apartado 2.3.4) fueron transformados en la cepa de E. coli BL21pLysS. Su expresión fue inducida 
con IPTG durante 3 horas a 30ºC y en agitación. Tras realizar la lisis celular mediante sonicación (el tampón de 
sonicación usado fue 20 mM tris pH8, 100 mM NaCl, 5 % glicerol y 1x de inhibidores de proteasas (Roche)), las 
proteínas de interés fueron purificadas del total de proteínas solubles, mediante la incubación con la resina “Ni-
NTA agarosa” (Quiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la elución de las proteínas 
fusionadas se utilizaron soluciones a diferentes concentraciones de Imidazol, y los eluídos se recogieron en 
fracciones de 1 mL. La fracción que contenía la proteína purificada fue dializada para sustituir el tampón con 
imidazol por otro adecuado para realizar ensayos in vitro, esto es: 20 mM tris pH 7.4 y 10% v/v glicerol. Para la 
diálisis de usaron los cassettes “Slide-A-Lyzer Dialysis cassette” (Life Technologies), con un tamaño de poro de 
3.5 kDa.    

 

10.2. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN PLANTULAS DE ARABIDOPSIS 

 Para la extracción de proteínas de plántulas de siete días, se recogió material con pinzas de placas de 
MS (entre 20 y 40 plantas, dependiendo del experimento), se congeló en nitrógeno líquido y se guardó 
ultracongelado hasta su utilización. La extracción se llevó a cabo homogeneizando el tejido con ayuda de un 
palito “pellet pestle blue” (Sigma) en tampón: 50 mM tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1mM PMSF, 0.1% de 
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NP40 y 1x de inhibidores de proteasas (Roche). Los extractos se centrifugaron a 16.000 g dos veces a 4ºC 
durante 10 minutos, y la concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante Bradford (Bio-
Rad protein assay kit) por comparación con una curva patrón.  

 

10.3. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN SEMILLAS DE ARABIDOPSIS 

 La extracción de proteínas de semilla se realizó a partir de unas 200 semillas esterilizadas y 
estratificadas a 4ºC durante 48 horas y sembradas en placas de MS o MS con 3 µM de ABA durante 24 horas. 
Se analizaron las líneas: oe3HA-PYL8/pyl8-1, oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP, oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-4 y 
Col. Las semillas tratadas se recogieron de las placas con ayuda de un bisturí y fueron congeladas en nitrógeno 
líquido y guardadas a - 80ºC hasta su utilización. Para la extracción se procedió a la homogeneización con 
mortero y nitrógeno líquido. Cuando las muestras estaban totalmente homogeneizadas se añadió tampón de 
extracción (7M urea, 2M tiourea, 4% (v/v) de 3-[(3-cholamidopropyl)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS), 
18 mM tris-HCl pH 7.5, 0.2% tritón X-100, y 1x de inhibidores de proteasa (Roche)) y se incubaron durante 10 
minutos a 4ºC con rotación, tras lo cual se añadió DTT (a una concentración final de 14 mM) y se continuó con la 
incubación durante 20 minutos más. Los extractos se centrifugaron a 16.000 g dos veces a 4ºC durante 10 
minutos, y la concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante Bradford (Bio-Rad protein 
assay kit) por comparación con una curva patrón. 

 

10.4. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN N. BENTHAMIANA 

 Para chequear la interacción en planta entre PYL8 y DDA1, se realizaron ensayos de 
coinmunoprecipitación en hojas de N. benthamiana de 3 semanas de edad. Para ello, se agroinfiltraron dichas 
hojas con células de A. tumefaciens transformadas con la construcción 35S::3HA-PYL8 (plásmido Alligator 2) y 
con 35S::DDA1-GFP (plásmido pGWB5), junto con el supresor de silenciamiento p19. Como control se 
agroinfiltraron también ambas construcciones por separado. Para determinar si la interacción era dependiente de 
ABA, las hojas se infiltraron a las 48 horas con una solución con 50 µM MG132 y 50 µM ABA. 

 Las hojas se recogieron a las 72 horas de la infiltración, y se “crosslinkearon” con una solución 1% de 
formaldehído en PBS 1x, manteniendo el vacío durante 15 minutos. La reacción se paró añadiendo glicina 300 
mM incubando al vacío 5 minutos más. Las hojas se lavaron dos veces con PBS 1x, se secaron bien con papel 
absorbente, se congelaron en Nitrógeno líquido, y se guardaron a menos 80 hasta su posterior utilización. La 
muestras se homogeneizaron con ayuda de un mortero y nitrógeno líquido, y una vez trituradas totalmente se 
mezclaron con tampón de extracción para ensayos de coinmunoprecipitación (CoIP): 50 mM tris pH 7.4, 80 mM 
NaCl, 10% glicerol, 0.2% NP40, 1 mM PMSF, 50 µM MG132, 1 µM DTT, 5 µM ATP y 1x de inhibidores de 
proteasa (Roche). Además, para las hojas tratadas con ABA, el tampón de extracción se suplementó con ABA, a 



Materiales y métodos 
 

 

77 
 

una concentración final de 50 µM. Los extractos se centrifugaron a 16.000 g dos veces a 4ºC durante 10 
minutos, y la concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante Bradford (Bio-Rad protein 
assay kit) por comparación con una curva patrón. 

 

10.5. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN SUSPENSIONES CELULARES DE ARABIDOPSIS 
PSB-D 

 Para el chequeo de expresión de las suspensiones celulares transformadas con DDA1-mTAP y DDA1-
Gsrhino, así como para los ensayos tipo TAP y de CoIP, entre 3 y 15 gramos de suspensiones celulares de 
Arabidopsis fueron homogeneizados con ayuda de un mortero y nitrógeno líquido. El material triturado se mezcló 
con el tampón de extracción (que contiene 25 mM Tris-HCl pH 7.6, 15 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 15 mM p-
nitrofenil fosfato, 60 mM β-glicerofosfato, 0.1% NP-40, 0.1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 µM E64, 1/10 
mL del cocktail “EDTA-free  Ultra Complete Tablet”, 5% de etilen-glicol y 2500 unidades de benzonasa) con 
ayuda de un molinillo de café previamente enfriado, y se incubó durante media hora a 4ºC con rotación. Los 
extractos se centrifugaron dos veces a 16.000 g durante 10 minutos a 4ºC para evitar la degradación de 
proteínas, y la concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante Bradford (Bio-Rad protein 
assay kit) por comparación con una curva patrón 155. 

 

10.6. ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS Y WESTERN BLOT 

 Las muestras de proteínas extraídas se calentaron a 99ºC para su desnaturalización, durante 5 minutos 
en tampón de carga 2x con 63 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS (p/v), 20% glicerol, 125 mM azul de bromofenol y 3 
mM 1,4-ditiotreitol y 10% de β-mercaptoetanol.  

 Estas muestras así tratadas se separaron en geles SDS-PAGE, según 151. El gel concentrador se 
realizó siempre al 4% de acrilamida:bisacrilamida (29:1) (Biorad), y el gel separador se realizó a una 
concentración variable, dependiendo del tamaño de la proteína a analizar (al 6%, 10% o 12%). Se utilizó como 
tampón de electroforesis: 25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1% SDS (Tris-glicina 1X) y los geles se resolvieron a 35 
mA el gel concentrador y a 55 mA el gel separador.  

 Para el análisis de expresión de proteínas purificadas en E. coli, el gel se tiñó en una solución 0.05% 
azul de Coomassie, 45% metanol y 7% ácido acético. Posteriormente se trató el gel con solución de desteñir 
compuesta por 25% metanol y  7% ácido acético.  

 Para el resto de análisis, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (polyvinylidene 
difluoride, Millipore) de 0.45 µm de tamaño de poro, en un tampón semi-seco (50 mM Tris, 40 mM glicina, 
0,040% SDS  y 20 % metanol a un pH de 8.3), y aplicando un voltaje de 110 mA por gel durante hora y media.  
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 Para el bloqueo, las membranas se incubaron durante una hora en una solución de leche desnatada en 
polvo al 5% disuelta en PBS con 0.1% tween-20 (PBS-T). Tras el bloqueo, se procedió a la incubación con los 
anticuerpos (tabla 14) diluidos en leche en polvo 1x en tampón PBS-T, durante una hora para los anticuerpos 
conjugados con la peroxidasa (o HRP). En el caso de los anticuerpos no conjugados, la incubación se realizó 
durante 3 horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4ºC, seguido de 3 lavados de 10 minutos con 
PBS-T y la incubación durante una hora a temperatura ambiente con anticuerpo secundario diluido 1:10000 en 
leche 1x PBS-T. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-Mouse IgG (Amersham Bioscience) y anti-
Rabbit (GE Healthcare). Tras esta segunda incubación, las membranas volvieron a lavarse como se ha indicado 
anteriormente. Como sistema de detección se usó “ECL Plus Western Blotting Detection System” (Amersham) o 
“SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Chemiluminescent Substrate” (Thermo Scientific) según las 
indicaciones del fabricante. 

 

Anticuerpo Titulo Detección Secundario Descripción 

anti-GFP-HRP 1:2000 DDA1-GFP y DET1-GFP  Milteny Biotec 
anti-HA-HRP 1:1000 PYL8-HA  Roche 
anti- PAP 1:2000 TAP-COP1 de Arabidopsis  Sigma-Aldrich 
anti-FLAG M2 1:1000 FLAG-COP10 y FLAG-DDB1B Anti-Mouse Sigma-Aldrich 
anti- CUL4 1:500 CUL4 de Arabidopsis Anti-Rabbit Chen et al., 2006 18 
anti- DDA1 1:300 DDA1-Gsrhino en cultivos celulares Anti-Rabbit cedido por Dr. V. Rubio 

anti-HIS 1:1000 PYL4, PYL5, PYL8 y PYL 9 purificadas en 
bacteria Anti-Mouse Clontech 

Anti-CAND1 1:1000 CAND1 de Arabidopsis Anti-Rabbit Feng et al., 2004 115 
Anti-ubiquitina 1:1000 Molécula de ubiquitina Anti-Rabbit Boston Biochem 
Anti-CSN5 1:1000 CSN5 de Arabidopsis Anti-Rabbit Kwok et al., 1998 168 
Anti-CSN3 1:1000 CSN3 de Arabidopsis Anti-Rabbit Peng et al., 2001 169 
Anti-RPT5 1:1000 RPT5 de Arabidopsis (control de carga) Anti-Rabbit Kwok et al., 1999 170 

 

Tabla 14: Anticuerpos usados para los experimentos de Western Blot. 
 

 Como control de carga se utilizó el anticuerpo anti-RPT5 o la tinción de las membranas con Rojo 
Ponceau.  

 

10.7. COINMUNOPRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS 

 Los ensayos de coinmunoprecipitación de proteínas en Arabidopsis se llevaron a cabo en plántulas de 7 
días: oeFLAG-COP10, oeDET1-GFP, oeFLAG-DDB1b, oeTAP-COP1, oeFLAG-CAND1/cand1-1, oeDDA1-GFP,  

oeDDA1-GFP/oeFLAG-COP10 y Col. Las plantas se recogieron cuidadosamente con pinzas y se incubaron 
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durante una noche en medio MS líquido, suplementado con 50 µM de MG132 (Sigma-Aldrich) y con diferentes 
combinaciones de ABA (50 µM, Sigma-Aldrich), GA (50 µM, Duchefa) y MLN4924 (10 µM, cedido por el Dr. 
Claus Schwechheimer, Technische Universität, Munchen, Alemania). Para algunos experimentos, las plantas 
oeDDA1-GFP fueron tratadas durante 3 horas con 50 µM de MG132, 50 µM de CLX y 50 µM de ABA y/o 50 µM 
de GA.   

 Tras el tratamiento se retiró el exceso de líquido con papel secante, y las plantas se congelaron en 
nitrógeno líquido y se guardaron a -80ºC hasta su uso.  

 El material extraído de unas 80 plantas con tampón de extracción para CoIP (50 mM tris pH 7.4, 80 mM 
NaCl, 10% glicerol, 0.2% NP40, 1 mM PMSF, 50 µM MG132, 1 µM DTT, 5 µM ATP y 1x de inhibidores de 
proteasa (Roche), con o sin hormonas, dependiendo del tratamiento recibido) fue normalizado en concentración 
y volumen con los correspondientes controles.  

 Estos extractos se incubaron con 5 µL de anticuerpo anti-GFP (Living Colors Full-Length A:V: polyclonal 
antibody) durante 2 horas a 4ºC con rotación, seguido de la incubación otras 2 horas con 20 µL de resina 
“Protein A-Sepharose® from Staphylococcus aureus” (Sigma-Aldrich) para inmunoprecipitar DDA1-GFP (en 
Arabidopsis y en N. benthamiana) y DET1-GFP. Para separar de la resina el extracto proteico no unido tras las 
dos horas de incubación, se lavó 3 veces con 1 mL de tampón de extracción, y las proteínas de interés fueron 
eluídas mediante cocción a 99ºC en tampón de carga 2x. Antes de su uso, la resina “Protein A-Sepharose®”  fue 
tratada con Glicina 0.1 M, pH 2.7, y lavada 3 veces con 1 mL de tampón de extracción. 

 Para la inmunoprecipitación de FLAG-COP10, FLAG-DDB1B y FLAG-CAND1/cand1-1, la incubación se 
hizo durante 2 horas a 4ºC con 20 µL de resina “ANTI-FLAG M2 Affinity Gel” (Sigma-Aldrich). Tras dos lavados 
de 1 mL con tampón de extracción se procedió a la elución de la fracción unida con cocción en 50 µL de tampón 
de carga 2x. Antes de su uso, la resina “ANTI-FLAG M2 Affinity Gel” fue previamente lavada 3 veces con 1 mL 
de tampón de extracción. 

 Para la inmunoprecipitación de TAP-COP1 se utilizó resina “IgG Sepharose FF” (GE healthcare) que se 
usó en las mismas condiciones que en el caso anterior.  

 Esta resina “IgG Sepharose FF” (GE healthcare) fue también usada para inmunoprecipitar DDA1-mTAP 
expresado en suspensiones celulares PSB-D. Se realizó la extracción de proteínas a partir de 3 gramos de 
material, tal y como está descrito en el apartado 10.5. Los extractos proteicos se incubaron con 25 µL de la 
resina durante 1 hora, a 4ºC y con rotación. Se realizaron 5 lavados con 750 µL del tampón TEV (descrito en 155) 
en columnas “Mobicol column 0.35 µm bottom filter” (ImTec) para eliminar las proteínas no unidas, tras lo cual, la 
resina fue incubada durante otras 2 horas con 5 µL de proteínas recombinantes fusionadas a colas de histidinas 
PYL4, PYL5, PYL8 o PYL9 purificadas de bacteria (ver apartado 10.1). A continuación, la resina lavada otras 5 
veces con 750 µL de TEV y resuspendida en 30 µL del mismo tampón, fue incubada durante 1 hora a 16 ºC con 
4 µL de AcTEVTM Protease (Invitrogen) para eluir DDA1. El eluido se separó de la resina por centrifugación y fue 
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desnaturalizado por cocción a 99ºC durante 5 minutos. Las muestras se separaron en geles SDS-PAGE y se 
analizaron por western blot con anticuerpo anti-His.  

 Para inmunoprecipitar 3HA-PYL8 expresado en hojas de N. benthamiana se realizó la extracción como 
está indicado en el apartado 10.4, tras lo cual se procedió a la incubación durante 2 horas a 4ºC con 20 µL de 
resina “Anti-HA affinity matrix” (Roche) previamente lavada. Se realizaron 3 lavados con 1 mL de tampón de 
extracción y las fracciones de interés se eluyeron de la resina por cocción durante 5 minutos con el tampón de 
carga 2x.  

 Las muestras y sus controles se separaron en geles SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de 
PVDF para su análisis por western blot, tal y como está descrito en el apartado 10.6.  

 

10.8. PURIFICACIÓN POR AFINIDAD DE PROTEÍNAS UBIQUITINADAS 

 Para la purificación de proteínas ubiquitinadas, plántulas oe3HA-PYL8/pyl8-1 y Col de 7 días fueron 
recogidas con pinzas de las placas de MS donde estaban creciendo, y transferidas durante una noche a medio 
líquido MS con 50 µM de MG132, suplementado o no con 50 µM de ABA y/o 50 µM de GA. Tras el tratamiento 
las plantas se secaron con papel, se congelaron en Nitrógeno líquido y se guardaron a -80ºC hasta su utilización. 

 El proceso de extracción y purificación de proteínas se llevó a cabo como está descrito en 171 con 
algunas modificaciones. Las plántulas homogeneizadas se mezclaron con tampón de extracción BI (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 20 mM NaCl, 0.1 % NP40, 5 mM ATP, 1x de inhibidores de proteasa (Roche), 1mM PMSF, 50 µM 
MG132, 10 nM ub aldehído (Enzo Life Science) y 10 mM N-ethylamida, suplementado o no con 50 µM de ABA). 
Los extractos se centrifugaron dos veces durante 10 minutos a 4ºC, y los sobrenadantes se normalizaron en 
concentración y volumen con sus respectivos controles, tras valorar la concentración mediante Bradford usando 
una recta patrón.  

 Tras retirar un pequeño volumen de cada extracto que se usó como control de carga, se añadieron a 
cada muestra 40 µL de resina “p62 agarose” 172 previamente lavada con tampón de extracción, o solo agarosa 
para los controles negativos. Se realizó una incubación de 4 horas a 4ºC en rotación, tras lo cual se procedió al 
lavado de la resina dos veces con 1 mL de tampón BI, seguido de 1 lavado con 1 mL de tampón BII (igual 
composición que el tampón BI con 200 mM NaCl). Las proteínas unidas a la resina fueron eluídas por cocción 
durante 5 minutos a 99ºC en 50 µL de tampón de carga 2x. 

 Los extractos se separaron en geles SDS-PAGE, transferidos a membrana, e incubados con los 
anticuerpos anti-ubiquitina (para detectar la presencia de proteínas ubiquitinadas) y con anti-HA-HRP para la 
detección de la proteína 3HA-PYL8.  
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10.9. ENSAYOS DE DEGRADACIÓN IN VIVO 

 Plantas de 7 días oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP y oe3HA-PYL8/pyl8-1 fueron transferidas de placa 
a medio líquido MS conteniendo 50 µM de CLX y en presencia o ausencia de 50 µM de ABA y/o 50 µM de GA, 
durante 30 minutos, 1 hora y 6 horas. También se recogieron plantas sin tratar como control a tiempo inicial (T0). 
El efecto de la inhibición del proteosoma se chequeó mediante la adición de 50 µM de MG132 durante 6 horas 
de incubación. La extracción de proteínas de unas 40 plantas tratadas se llevó a cabo como está indicado en el 
apartado 10.2, y posteriormente se llevó a cabo una separación en geles SDS-PAGE y western blot como está 
indicado en el apartado 10.6. Se usaron los anticuerpos anti-HA-HRP y como control de carga las membranas 
fueron teñidas con rojo ponceau. Para analizar la intensidad de las bandas se utilizó el programa ImageJ versión 
1.37.  

10.10. ENSAYOS DE CROMATOGRAFÍA POR EXCLUSIÓN MOLECULAR 

 Los ensayos de fraccionamiento por filtración en gel mediante columnas de FPLC se llevaron a cabo 
con extractos proteicos de plantas oeDDA1-GFP con el fin de separar complejos proteicos por su tamaño. Para 
ello plántulas de 7 días fueron tratadas durante una noche en medio MS líquido con 50 µM MG132 y 
suplementado o no con 50 µM ABA. El material fue homogeneizado con ayuda de un palito “pellet pestle blue” y 
nitrógeno líquido. La extracción se llevó a cabo con el tampón: 20 mM Tris-HCl pH 7.5; 200 mM NaCl; 10% 
glicerol; 5 mM β-mercaptoetanol; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1x de inhibidores de proteasa (Roche) y 50 µM ABA 
en los casos correspondientes. Extractos de entre 150 y 200 µg/mL se filtraron con un filtro “Whatman® Puradisc 
30 syringe filters” con tamaño de poro de 0.22 µM, y se inyectaron en una columna “Superdex 200 Increase 
10/300 GL” (GE healthcare) que permite separar proteínas o complejos con un peso molecular entre 10 y 600 
KDa. La columna fue previamente lavada con agua y con 50 mL del tampón anteriormente descrito, tras lo cual 
se inyectó el extracto proteico y se recogieron 24 fracciones de 0.5 mL cada una, descartando los primeros 7.5 
mL de eluido.  

 Las proteínas presentes en todas las fracciones fueron concentradas añadiendo 10 µL de resina 
“StrataClean” (Agilent Technologies) durante 10 minutos a 4ºC. Las proteínas unidas a la resina se eluyeron por 
cocción a 99ºC durante 5 minutos en 40 µL de tampón de carga 2x. Las muestras se analizaron mediante 
separación en geles SDS-PAGE y western blot, como está indicado en el apartado 10.6.  

 

11. ENSAYOS DE GERMINACIÓN, ESTABLECIMIENTO DE LA SEMILLA Y 
CRECIMIENTO DE LA RAÍZ 

 Para caracterizar la respuesta de las plantas a la hormona ABA y a diferentes estreses abióticos como 
NaCl y manitol, semillas procedentes de plantas crecidas y recogidas al mismo tiempo fueron esterilizadas y 
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estratificadas en placa durante 72 horas a 4ºC. Las placas de MS estaban suplementadas o no con 0.5 µM de 
ABA, 1 µM de ABA, 150 mM de NaCl o 400 mM de manitol. Para el análisis de las líneas iDDA1, se añadió ABA 
al medio a una concentración final de 1 µM, así como 10 µM de β-estradiol. Se analizó la cantidad de semillas 
germinadas a las 72 y 96 horas, considerando semillas germinadas aquellas en las que era visible la emergencia 
de la raíz. A los 5 días se contabilizó el número de semillas que habían desarrollado cotiledones verdes y el 
primer par de hojas verdaderas (establecimiento de la semilla). 

 Para los ensayos de crecimiento de la raíz las semillas se sembraron y crecieron en placas de MS 
durante 4 o 5 días, tras lo cual fueron transferidas a placas cuadradas (para el crecimiento en vertical) 
suplementadas o no con 10 µM de ABA. Tras 10 días se tomaron imágenes de las placas, y se analizó el 
crecimiento de las raíces usando el programa ImageJ versión 1.37.    

 

12.  ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE DDA1 EN DIFERENTES ESPECIES 
VEGETALES 

 Para el análisis filogenético de DDA1, se buscaron mediante BLAST secuencias de proteínas 
homólogas en las bases de datos: Plaza (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza), Phytozome 
(http://phytozome.net), Gramene (http://gramane.org), TAIR (http://Arabidopsis.org) y GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias incompletas fueron descartadas para los análisis. Se realizó un 
alineamiento con ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) usando la matriz de comparación de 
proteínas Gonnet y los parámetros que se aplican por defecto, seguido de una inspección manual para detectar 
posibles problemas en las secuencias.  El mejor modelo para nuestro alineamiento fue seleccionado usando 
ProtTest 173. El modelo seleccionado fue Jones-Taylor-Thornton para sustitución de aminoácidos con una 
distribución gamma discreta (de cuatro categorías), una proporción invariable, y un árbol inicial BIONJ. Este 
modelo se usó para realizar un análisis de máxima verosimilitud (máximum likelihood) con un “bootstrap” 
calculado en 1000 réplicas, con el programa MEGA5 (http://megaprograma.net). Las secuencias de DDA1 en 
Selaginella moellendorffii y en Picea glauca se usaron como raíz del árbol realizado.  
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 Debido a la potencial relevancia de DDA1 en la regulación de los procesos de ubiquitinación mediados 
por CRL4-CDD, el objetivo principal de esta tesis doctoral es la caracterización tanto bioquímica como funcional 
de esta proteína, con el objetivo de entender mejor el papel de los procesos de ubiquitinación en el desarrollo y 
la respuesta a estrés en plantas.   

 

1. DDA1 ES UNA PROTEÍNA ÁLTAMENTE CONSERVADA EN PLANTAS 
VASCULARES 

 

 DDA1 fue identificada inicialmente en humanos, en una búsqueda de interactores de Det1 en células 
HEK293 33. En dicho trabajo se describió a hDda1 como una proteína pequeña, de función desconocida, pero 
altamente conservada en invertebrados, vertebrados y plantas. Para determinar si DDA1 también está presente 
en especies vegetales, y cuál es su similitud entre ellas, se llevó a cabo una búsqueda de homólogos de DDA1 
de Arabidopsis en las bases de datos: Plaza (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza), Phytozome 
(http://phytozome.net), Gramene (http://gramane.org), TAIR (http://Arabidopsis.org) y GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Como resultado, se encontraron homólogos de DDA1 en 49 especies y 
subespecies vegetales; donde, en la mayoría de los genomas, sólo apareció una copia del gen. Sólo se 
encontraron dos copias del gen en los casos de maíz (Zea mays), soja (Glycine max) y algodón (Gossypium 

hirsutum). Para analizar el grado de conservación de la proteína correspondiente en estas especies, se realizó 
un alineamiento de las secuencias peptídicas empleando el programa ClustalW2 (ver apartado 12 de materiales 
y métodos) y se determinó la existencia de un 66% de identidad de secuencia aminoacídica, como promedio.  

 Los análisis filogenéticos mostraron que DDA1 está conservada en plantas vasculares, incluyendo el 
pteridofito Sellaginella moellendorffii, pero no existe en algas o en el musgo Physcomitrella patens. En el caso de 
angiospermas, DDA1 se puede encontrar tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas. 
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Figura 15: Árbol filogenético de máxima verosimilitud de DDA1 en distintas especies vegetales, realizado y visualizado con 
el programa MEGA5 y basado en el alineamiento múltiple mostrado en la figura 14. Se encuentran representadas las 
especies vegetales en cuyos genomas se ha podido encontrar la secuencia completa de DDA1. Las secuencias homólogas 
de especies más alejadas (Sellaginella moellendorffii y Picea glauca) se usaron como raíz para representar el árbol. En 
cada nodo se indica el “bootstrap” en porcentaje, que ha sido calculado a partir de 1000 réplicas. 
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2. DDA1 DE ARABIDOPSIS FORMA PARTE DEL COMPLEJO CDD. 

 hDda1 ha sido descrita como un componente de los complejos CDD (Cop10-Det1-Ddb1) en células 
animales 33. Sin embargo, no existen evidencias de su asociación con el complejo CDD en plantas.  

 Para determinar si DDA1 forma parte del complejo CDD en Arabidopsis, se purificaron proteínas 
asociadas a DDA1 mediante la técnica “Tandem affinity purification” (TAP). Para ello, se clonó DDA1 con el 
epítopo TAP fusionado a su extremo C-terminal, y se expresó y purificó a partir de dos suspensiones celulares 
de Arabidopsis independientes transformadas con dicha construcción. La identidad de las proteínas que fueron 
co-purificadas junto con DDA1 se determinó mediante análisis de espectrometría de masas y posterior búsqueda 
en la base de datos TAIR plus, en colaboración con el grupo de doctor Geert de Jaeger (VIB, Gante, Bélgica).  

 

Número AGI Proteína Identificada Nº exp 

AT4G21100 DDB1b 2 

AT4G05420 DDB1a 2 

AT4G10180 DET1 2 

AT5G12920 DCAF desconocida 2 

AT3G13550 COP10 2 

AT5G41560 DDA1 (Cebo) 2 

AT5G46210 CUL4 2 

AT3G61140 CSN1 1 

AT3G45620 DCAF desconocida 1 

 

 

 

 Junto con DDA1, en los experimentos tipo TAP se encontraron todos los componentes del complejo 
CDD en Arabidopsis (DDB1a, DDB1b, DET1 y COP10), indicando que DDA1 forma parte de estos complejos 
(tabla 15). Además, DDA1 apareció asociada (posiblemente como parte del complejo CDD) a complejos más 
grandes que incluyen a CUL4, dos receptores de sustrato tipo DCAF (proteínas con motivos WD40, capaces de 
interaccionar con DDB1) y CSN1, subunidad del complejo CSN que participa en la regulación de la actividad de 
los complejos que contienen a CUL4.  

 

Tabla 15: Proteínas identificadas en los ensayos tipo TAP como interactoras de DDA1. Se 
indican los códigos AGI (Arabidopsis genome initiative), y los nombres de las proteínas de las 
proteínas co-purificadas, junto con el número de experimentos en las que fueron encontradas. 
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 Para confirmar la interacción de DDA1 con proteínas del complejo CDD, se llevaron a cabo ensayos de 
doble híbrido en levaduras. En concordancia con estudios previos llevados a cabo en células de mamífero 
33,174,175, nuestros ensayos mostraron que DDA1 de Arabidopsis es capaz de interaccionar fuertemente tanto con 
DDB1a como con DDB1b (figura 16A), y que esta unión ocurre a través del dominio “β-propeller A” (BPA) de 
DDB1 (figura 16C). La asociación de DDA1 con el resto del complejo CDD ocurre gracias a esta interacción 
física con DDB1, ya que no se observó interacción directa con DET1 o COP10 (figura 16B). Tampoco se 
encontró evidencia de interacción entre DDA1 y una de las proteínas DCAF identificadas en los ensayos TAP 
(AGI: AT5G12920), sugiriendo que su asociación también es indirecta. Sin embargo, esta DCAF mostró 
interacción directa con DDB1a.  

 

Figura 16: DDA1 se une directamente a las proteínas DDB1.  
(A) y (B) DDA1 interacciona con proteínas DDB1 en ensayos de doble híbrido en levaduras (“Yeast two hybrid”, Y2H). Se 
muestra en la figura el análisis de interacciones de DDA1 con los componentes del complejo CDD de Arabidopsis: DDB1a y 
DDB1b (A), DET1, COP10 y la proteína DCAF AT5G12920 (B). El crecimiento de las levaduras co-transformadas con las 
construcciones que se indican se realizó en medio selectivo (indicado en la parte superior de la tabla) con diferentes 
concentraciones de 3AT (de 0.5 a 10 mM). La interacción DET1-DDB1a (previamente demostrada) fue usada como control 
positivo. Los vectores vacíos se usaron como control negativo.  
(C) DDA1 interacciona con el dominio BPA de DDB1a. Se muestra el análisis mediante Y2H de la interacción de DDA1 con 
una serie de deleciones de DDB1a (panel derecho), conteniendo distintas combinaciones de dominios (representados 
esquemáticamente en el panel izquierdo). 
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 Se ha demostrado que hDDA1, como parte del complejo CDD, es capaz de asociarse a complejos más 
grandes que contienen a CUL4 175. La co-purificación de CUL4 junto con DDA1 en los ensayos tipo TAP indica 
que esta situación puede darse también en Arabidopsis. Para confirmar esta hipótesis se generaron líneas 
transgénicas estables de Arabidopsis que expresan, bajo el promotor constitutivo 35S, el cDNA de DDA1 
fusionado a la proteína fluorescente verde (GFP) en el extremo C-terminal (oeDDA1-GFP). Los niveles de 
expresión de estas líneas sobrexpresoras de DDA1-GFP fueron analizados en líneas independientes mediante 
qRT-PCR (figura 17A). Se encontró que tres de estas líneas presentaban niveles altos de DDA1-GFP, entre 100 
y 1000 veces superior a los niveles de DDA1 endógenos en plantas silvestres. Para analizar si la fusión DDA1-
GFP es capaz de asociarse con el complejo CDD, se cruzaron plantas oeDDA1-GFP (línea 3, figura 17A) con 
líneas FLAG-COP10 28, y se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación. Como se muestra en la figura 17B, 
FLAG-COP10 co-inmunoprecipita con DDA1-GFP, por lo que concluimos que esta fusión es funcional y capaz de 
asociarse al resto del complejo CDD. Además, la proteína CUL4 se detectó en muestras de DDA1-GFP tras la 
inmunoprecipitación (figura 17C), lo que reconfirma la asociación de DDA1 con los complejos que contienen a 
CUL4.  

 

  

 

 

 

Figura 17: DDA1 se asocia con los complejos CDD y con 
CUL4 in vivo.  
(A) Análisis por qRT-PCR de los niveles de expresión de 
DDA1-GFP en tres líneas oeDDA1-GFP independientes, 
comparadas con los niveles endógenos de DDA1 en plantas 
silvestres (Col). Los datos representados son la media de 
tres réplicas biológicas por muestra. Las barras de error 
representan la desviación estándar.  
(B)  La inmunoprecipitación de las fusiones DDA1-GFP se 
realizó a partir de extracto total de proteínas de plántulas 
oeDDA1-GFP, oeFLAG-COP10 y oeDDA1-GFP/oeFLAG-
COP10 de 7 días. Una muestra del extracto total de 
proteínas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron 
analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos 
anti-GFP y anti-FLAG, para detectar DDA1-GFP y FLAG-
COP10 respectivamente. Western blots frente al anticuerpo 
anti-RPT5 fueron usados como control de carga.  
(C) Ensayos de coinmunoprecipitación llevados a cabo 
como en (B), usando extracto proteico de plántulas de 7 
días oeDDA1-GFP. Se usaron anticuerpos anti-GFP y anti-
CUL4 para detectar DDA1-GFP y CUL4 respectivamente. 
Western blots frente al anticuerpo anti-RPT5 fueron usados 
como control de carga. 
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3. DDA1 PRESENTA LOCALIZACIÓN NUCLEAR.   

 Para analizar la localización subcelular de DDA1 en Arabidopsis, se generaron líneas transgénicas que 
expresan DDA1 fusionado a la GFP por el extremo C-terminal, bajo el control de su propio promotor 
(pDDA1::DDA1-GFP). Para ello se clonó el DNA genómico de DDA1 más los 1600 pares de bases previos al 
primer ATG (secuencia promotora). El análisis de las raíces de las líneas transgénicas obtenidas en el 
microscopio confocal indican que DDA1 es una proteína nuclear (figura 18A y 18B). Sin embargo, DDA1-GFP 
también apareció asociada a organelos citoplasmáticos cuya identidad queda pendiente de elucidar. 

 

 

Figura 18: La fusión DDA1-GFP se localiza en el núcleo. Imágenes de raíces de plantas pDDA1::DDA1-GFP de 5 días, 
analizadas con microscopio confocal. (B) es un detalle de (A). La barra del panel izquierdo indica 50 μM y la del derecho 10 
μM.  

 

4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE DDA1 EN DIFERENTES TEJIDOS Y 
ÓRGANOS.  
 

 Los análisis de los patrones de expresión del tránscrito DDA1 disponibles en las bases de datos 
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) nos indican que la expresión de este gen en planta adulta y 
plántula es moderada, sin embargo incrementa en las semillas y durante el desarrollo del embrión (figura 19A). 
Se observó también que los niveles de DDA1 incrementan en respuesta a algunos estreses regulados por la 
hormona ABA, como osmótico y altas temperaturas (figura 19B).  
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Figura 19: Mapa de la expresión del gen DDA1 durante el desarrollo de la planta (A) y en plántulas de 18 días sometidas a 
las siguientes condiciones (B): 4ºC (Cold), 300 mM de manitol (Osmotic), 150 mM NaCl (Salt), 15 minutos de exposición a 
un flujo de aire seco (Drought) y 3 horas a 38ªC (Heat) . Se representan los datos de expresión absoluta disponibles en 
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi. 

 

Con el fin de obtener más información sobre la función de DDA1, se analizó el patrón de expresión de esta 
proteína en distintos estadios del desarrollo de la planta. Para ello se generaron líneas transgénicas que 
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expresan el gen DDA1 fusionado al gen reportero de la β-glucuronidasa (GUS), bajo el control del promotor de 
DDA1 (pDDA1::DDA1-GUS). Se observó expresión de DDA1 en los cotiledones, meristemo apical y ápice 
radicular de plántulas de 3 días (figura 20A). El patrón de expresión es similar cuando las plantas de esta misma 
edad han sido germinadas en medio suplementado con ABA o con GA, dos hormonas que juegan un papel 
fundamental durante la germinación de las semillas y desarrollo de la plántula (figura 20B y 20C). En plantas 
adultas de 4 semanas, la tinción GUS se observó en yemas axilares (D), inflorescencias (E) y flores maduras 
(H), en los óvulos (F y G), en las anteras y el filamento de los estambres, así como en el polen (I), y en semillas 
con distinto grado de maduración (J), indicando niveles de expresión de DDA1 en tejidos y órganos 
reproductivos con elevado grado de división celular. Sin embargo, no se observó expresión significativa en 
tejidos vegetativos desarrollados tales como hojas caulinares o de roseta, y tampoco en tallos.  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Expresión espacio-temporal de DDA1 en Arabidopsis usando el gen reportero GUS. La actividad GUS fue 
analizada en plántulas de 3 días (A-C) germinadas en medios: (A) MS, (B) MS suplementado con 0.5 μM ABA y (C) en MS 
suplementado con 50 μM GA. Además se analizó la expresión en plantas adultas (D-J): (D) yemas axilares, (E) 
inflorescencias, (F) y (G) óvulos, (H) flor madura, (I) estambre y (J) semillas maduras. Los ensayos se realizaron en 3 
líneas transgénicas independientes.  
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5. DDA1 INTERACCIONA CON LOS RECEPTORES DE ABA PYR/PYL/RCAR 

 En el momento en el que comenzó este estudio, no se conocían las bases moleculares de la actividad 
de DDA1 en plantas, y aunque esta proteína fue descrita inicialmente en humanos 33, tampoco estaba claro su 
papel en sistemas animales. Con el fin de arrojar luz sobre los mecanismos de acción de DDA1, se realizó una 
búsqueda de interactores directos de esta proteína utilizando el sistema de doble híbrido en levaduras. Para ello, 
se realizó un ensayo de conjugación usando la secuencia completa de DDA1 de Arabidopsis fusionada al 
dominio de unión de GAL4 (pGBKT7-DDA1) clonada en la cepa Y187 y una genoteca de cDNAs de plántulas de 
Arabidopsis clonados en el vector pGADT7 y transformados en la cepa AH109. Se identificaron unos 200 
posibles interactores de DDA1, de los cuales 20 fueron confirmados mediante ensayos de doble híbrido por 
cotransformación.  

 Entre las proteínas que interaccionan con DDA1 se encontraron proteínas implicadas en: 

 -Progresión del ciclo celular 

 -Remodelación de la cromatina 

 -Respuesta a distintos estreses 

 -Desecación de la semilla 

 Entre estos putativos interactores, se encontraron dos clones correspondientes a versiones truncadas 
de los receptores de ABA: PYL4 (del aminoácido 84 al 207) y PYL9 (del aminoácido 75 al 187) (figura 21A). 

 La familia de receptores de ABA PYR/PYL/RCAR está formada por 14 miembros en Arabidopsis, de los 
cuales, 13 son capaces de unir directamente una molécula de ABA. Estas proteínas son nucleares y 
citoplasmáticas, y tienen un papel fundamental en la ruta de señalización hormonal regulada por ABA, ya que la 
unión con una de estas moléculas deriva en un cambio conformacional que desencadena la respuesta celular 120.  

 El siguiente paso en el estudio del papel de DDA1 fue determinar si es capaz de interaccionar también 
con otros miembros de la familia PYR/PYL/RCAR, mediante ensayos de doble híbrido en levaduras. Como 
resultado, se encontró que DDA1 también interacciona con PYL8 (figura 21B). Además, se chequeó la capacidad 
de unión entre PYL8 y otros miembros del complejo CDD, y como se puede observar en la figura 21B, el 
receptor no interacciona con las proteínas DDB1, DET1 o COP10.  

 Para reconfirmar esta interacción in vivo, se llevaron a cabo ensayos de complementación bimolecular 
fluorescente (BiFC). Para ello, hojas de Nicotiana benthamiana (N. benthamiana) fueron infiltradas con cultivos 
de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) transformados con DDA1 y el cDNA completo del receptor de 
ABA PYL8, fusionados al extremo N o C-terminal de la proteína fluorescente amarilla (YFP). Para determinar la 
existencia de interacción física entre DDA1 y PYL8  se analizó la reconstitución de la fluorescencia de la YFP. De 
este modo, se pudo determinar la existencia de interacción física entre DDA1 y PYL8 in vivo (figura 21C). La 
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interacción entre DDA1 y los receptores de ABA  ocurre en el núcleo, ya que la señal fluorescente colocaliza con 
la tinción nuclear DAPI (4´,6-diamidino-2-fenilindol). Como medida de cuantificación de esta interacción con 
BiFC, se analizó el porcentaje de núcleos fluorescentes resultantes de la interacción YFPN:PYL8/DDA1:YFPC. 
Los resultados indican que el ratio de interacción entre DDA1 y PYL8 es de la misma magnitud que el del control 
positivo DDA1 y DDB1a (figura 21D).   

 

  

Figura 21: DDA1 interacciona con miembros de la familia PYR/PYL/RCAR de receptores de ABA. 
(A) Levaduras de la cepa Y187 fueron transformadas con pGBKT7-DDA1 y usadas para analizar la interacción mediante 
conjugación con una genoteca de cDNAs de plántulas de Arabidopsis clonados en el vector pGADT7 y transformados en la 
cepa AH109. Entre los clones positivos se encontraban versiones truncadas de los receptores de ABA PYL4 y PYL9. Estos 
clones crecieron en medio selectivo conteniendo diferentes concentraciones de 3AT (desde 0.5 a 5 mM). Los vectores 
pGADT7 vacíos fueron usados como control negativo.  
(B) Ensayos de doble híbrido en levaduras para analizar la interacción entre DDA1 y versiones completas de PYL5, PYL6 y 
PYL8, y entre PYL8 y otros miembros del complejo CDD en Arabidopsis (DDB1a, DDB1b, DET1 y COP10). 
(C) Análisis de la interacción entre DDA1 y PYL8 mediante ensayos de Complementación Bimolecular Fluorescente (BiFC). 
Se muestran las imágenes obtenidas con microscopía confocal en células epidérmicas de hojas de N. benthamiana 
expresando las diferentes combinaciones de proteínas que se indican en la parte superior. La reconstitución de la señal 
fluorescente de la YFP indica que DDA1 y PYL8 interaccionan directamente. Las fusiones con DDB1a y DDA1 se usaron 
como control positivo. En la imagen se muestran además las imágenes de la tinción DAPI y la superposición de DAPI e YFP 
(MERGE). Las barras indican 10 μM.  
(D) Porcentaje de núcleos que presentan fluorescencia en los ensayos BiFC realizados como en (C). Las barras 
representan la media y la desviación estándar de tres réplicas biológicas independientes; n > 100 para cada combinación.  
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 Se llevaron a cabo ensayos de BiFC para reconfirmar la interacción entre DDA1 y otras proteínas de la 
familia PYR/PYL/RCAR, no encontrada previamente en ensayos de Y2H. Como resultado, se observó 
reconstitución de la fluorescencia de la YFP en células co-infiltradas con las construcciones correspondientes: 
DDA1:YFPC y YFPN:PYL (PYL1, PYR1, PYL2, PYL4, PYL5, PYL6, PYL7, PYL9 y PYL10) (figura 22). De este 
modo, se pudo determinar la existencia de interacción física entre DDA1 y PYR1, PYL2, PYL4, PYL7, PYL9 y 
PYL10 in vivo. Esta asociación  (en aquellos casos en los que se observó) ocurre en el núcleo, ya que la señal 
fluorescente resultante de la interacción colocaliza con la tinción nuclear DAPI (4´,6-diamidino-2-fenilindol).  

 

 

Figura 22: DDA1 interacciona con numerosos miembros de la familia PYR/PYR/RCAR in vivo (ensayos de BiFC). Se 
muestran imágenes obtenidas con microscopio confocal de células epidérmicas de N. benthamiana expresando diferentes 
combinaciones, indicadas en la parte superior. La reconstitución de la señal fluorescente de la YFP en el caso de PYR1, 
PYL2, PYL4, PYL7, PYL9 y PYL10 indica que estas proteínas son capaces de interaccionar directamente con DDA1. La 
interacción (si ocurre) sucede en el núcleo, ya que la señal fluorescente colocaliza con los núcleos teñidos con DAPI 
(segunda fila). Se muestra además la superposición de DAPI y YFP (MERGE). Las barras indican 10 μM. 

 

 Por último, y de acuerdo con los datos previos de Y2H, no se encontró mediante ensayos de BiFC 
interacción directa entre PYL8 y otros componentes del complejo CDD, tal y como se observa en la figura 23.  
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Figura 23: PYL8 interacciona in vivo con DDA1 pero no con otros miembros del complejo CDD. Se muestran imágenes del 
análisis mediante BiFC para chequear la interacción de PYL8 con COP10, DDB1a, DDB1b, DET1 y DDA1. Las imágenes fueron 
obtenidas con microscopía confocal en células epidérmicas de hojas de N. benthamiana expresando las diferentes combinaciones 
de proteínas, que se indican en la parte superior. La reconstitución de la señal fluorescente de la YFP indica que sólo DDA1 y 
PYL8 interaccionan directamente. En la imagen se muestran además los núcleos teñidos con DAPI. Las barras indican 10 μM. 

 

 Se llevó a cabo, además, una tercera aproximación para confirmar la interacción entre DDA1 y los 
receptores de ABA. Así, se realizó una inmunoprecipitación de DDA1-mTAP expresada en suspensiones 
celulares PSB-D. La fusión DDA1-mTAP fue incubada con proteínas PYL4, PYL5, PYL8 y PYL9 fusionadas a 
colas de histidinas, expresadas y purificadas a partir de bacterias. Como se muestra en la figura 24, los 
receptores fueron co-inmunoprecipitados al incubarse con la resina conjugada con DDA1, pero no en los 
controles usando resina sin conjugar.  
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Figura 24: Ensayos de coinmunoprecipitación indican que DDA1 interacciona con diversos miembros de la familia 
PYL/PYL/RCAR.  

 

 La inmunoprecipitación de las fusiones DDA1-mTAP se realizó a partir de extracto total de proteínas de 
suspensiones celulares PSB-D que sobreexpresan DDA1-mTAP, incubando primero con resina IgG y luego con 
las proteínas recombinantes purificadas de bacteria que se indican en la parte inferior. Una muestra de estas 
proteínas purificadas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con el 
anticuerpo anti-His, para detectar estas proteínas recombinantes fusionadas a histidinas.  

 

6. EL RECEPTOR DE ABA PYL8 SE UBIQUITINA Y DEGRADA POR EL 
PROTEOSOMA 26S 

 Estudios previos indican que el complejo CDD facilita la ubiquitinación y subsecuente degradación de 
proteínas específicas mediante el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) 18,27,32. El hecho de que algunos 
receptores PYR/PYL/RCAR sean capaces de interaccionar con DDA1, un componente del complejo CDD, nos 
llevó a pensar que podrían ser sustratos del UPS. Para comprobar esta hipótesis, nuestros análisis se centraron 
en PYL8, ya que se ha demostrado que, a pesar de la elevada redundancia funcional existente en la familia 
PYR/PYL/RCAR, PYL8 tiene un papel predominante en la ruta de señalización del ABA 148.  

 Así, primeramente se comprobó si PYL8 se degrada por el proteosoma 26S, tratando plántulas de 
Arabidopsis que expresan PYL8 fusionado al epítopo HA (oe3HA-PYL8) 148 con el inhibidor del proteosoma 
MG132. Mediante western blots usando anticuerpo anti-HA, se observó un incremento en la acumulación de la 
proteína 3HA-PYL8 en muestras tratadas con MG132, comparadas con plantas sin tratamiento (figura 25A). 
Además, tras la inhibición del proteosoma, se detectaron bandas de alto peso molecular, que podrían 
corresponder a isoformas de 3HA-PYL8 poliubiquitinadas. 
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 Para confirmar la posible ubiquitinación de PYL8, se llevó a cabo una purificación de proteínas 
ubiquitinadas de plántulas oe3HA-PYL8, usando la resina comercial “p62 agarose” (p62) 172, que tiene afinidad 
por las moléculas de ubiquitina y las une de forma no covalente. Western blots usando anticuerpo anti-HA 
detectaron la presencia de la fusión 3HA-PYL8 y de múltiples bandas de mayor peso molecular cuando las 
muestras fueron incubadas con resina p62, pero no cuando se usó resina sin afinidad por la ubiquitina, indicando 
que 3HA-PYL8 está marcado con moléculas de ubiquitina en planta (figuras 25B y 25C).  

 

  

Figura 25: PYL8 se degrada por el sistema ubiquitina proteosoma.  
(A) El inhibidor del proteosoma, MG132, estabiliza a 3HA-PYL8. Plántulas oe3HA-PYL8 fueron tratadas o no durante dos 
horas con 50 μM de MG132. Extractos proteicos de plantas recogidas a tiempo 0 (T0) fueron usados como control. El panel 
marcado con * indica la posición de la subunidad mayor de la RuBisCo visualizada mediante tinción Ponceau, que fue 
usada como control de carga.  
(B) y (C) Purificación de 3HA-PYL8 poliubiquitinado. Extractos proteicos de 3HA-PYL8 fueron incubados con resina de 
afinidad por la ubiquitina (p62) o resina de agarosa sin afinidad como control negativo. El anticuerpo anti-Ub fue usado en 
(B) para detectar el total de proteínas ubiquitinadas. Anti-HA permite la detección de 3HA-PYL8 y sus isoformas 
poliubiquitinadas [Ub(n)-3HA-PYL8, indicadas con corchete] en (C). Extractos proteicos de plantas silvestres Col se usaron 
como control. El asterisco (*) indica la posición de una proteína no específica detectada con anti-HA (control de carga). 
 

7. LA SOBREXPRESIÓN DE DDA1 FACILITA LA DEGRADACIÓN DE PYL8  

 Dado que PYL8 es diana de degradación por el proteosoma, y DDA1 y PYL8 interaccionan físicamente, 
el siguiente paso fue estudiar si DDA1 está mediando la desestabilización de PYL8. Para ello, se comparó el 
grado de degradación de la fusión 3HA-PYL8 en plantas sobrexpresoras de esta proteína, comparándolas con 
plantas que sobrexpresan oe3HA-PYL8 en el fondo oeDDA1-GFP/pyl8-1 (obtenidas mediante cruzamiento). 
Estos análisis se llevaron a cabo en presencia del inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida (CHX), para 
evitar cualquier efecto debido a la variación de la expresión del transgén durante el tratamiento. Como resultado, 
se encontró que la sobrexpresión de DDA1-GFP incrementa la degradación de 3HA-PYL8 si lo comparamos con 
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el ratio de degradación en plantas control (oe3HA-PYL8/pyl8-1) (figuras 26A y 26B). Además los tratamientos 
con ABA limitan la degradación de 3HA-PYL8, aunque este efecto hormonal se ve reducido cuando se 
sobrexpresa DDA1-GFP (figuras 26A y 26B). Los análisis por qRT-PCR corroboran que ninguno de los efectos 
observados es causado por cambios en la expresión del transgen 3HA-PYL8 (figura 26D). En estos 
experimentos, el tratamiento de plantas de ambos genotipos con el inhibidor del proteosoma MG132 atenúa la 
desestabilización de 3HA-PYL8, confirmando la regulación dependiente del proteosoma de la estabilidad del 
receptor (figura 26C).  

 Se sabe que los receptores de ABA PYR/PYL/RCAR se acumulan en semillas donde son capaces de 
mediar la inhibición de la germinación dependiente de ABA 176. En este sentido, se analizó si DDA1 también 
regula los niveles de PYL8 en semilla. Western blots de extractos proteicos de semillas embebidas mostraron 
que la sobrexpresión de DDA1-GFP reduce la acumulación de 3HA-PYL8, tanto en semillas tratadas con ABA 
como en semillas no tratadas (figura 27A y 27B). De nuevo, el ABA permitió un incremento en la acumulación del 
receptor. Análisis por qRT-PCR indicó que cambios en los niveles de 3HA-PYL8 no correlacionan con 
variaciones en la expresión del transgen correspondiente (figura 27C). 

 En conjunto, estos datos indican que el ABA y DDA1 juegan un papel opuesto en la regulación de la 
acumulación de PYL8: mientras que DDA1 facilita la degradación de PYL8, el ABA previene su 
desestabilización. 
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Figura 26: DDA1 facilita la degradación de PYL8 en plántulas.  
(A) y (B) Análisis de la abundancia relativa de 3HA-PYL8 en plántulas de 8 días tratadas con 50 μM de cicloheximida (CLX) 
en presencia (+) o ausencia (-) de 50 μM de ABA, y recogidas a diferentes tiempos. El análisis de los niveles de proteínas 
en (B) se llevó a cabo usando el programa ImageJ. Los paneles marcados con * indican la tinción de la subunidad mayor de 
la RuBisCo con Ponceau, que fue usada como control de carga. 
(C) Western blots mostrando la estabilización de 3HA-PYL8 por el inhibidor del proteosoma MG132 en plantas tratadas con 
cicloheximida.  
(D) Análisis mediante qRT-PCR de la expresión del transgen 3HA-PYL8 en plántulas de 8 días oe3HA-PYL8/pyl8-
1/oeDDA1-GFP y control (oe3HA-PYL8/pyl8-1) tratadas con 50 μM de cicloheximida durante 60 minutos (T60) y en presencia 
(+ABA) o ausencia de 50 μM de ABA. eEIF1α fue usado como control interno. Los niveles de expresión son relativos al 
tiempo cero (T0) en cada caso, que fue normalizado a 1. Los datos son la media de tres réplicas biológicas con dos réplicas 
técnicas cada una. Las barras de error representan la desviación estándar. 
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Figura 27: DDA1 facilita la degradación de 
PYL8 en semillas. 
(A) y (B) Analisis de la abundancia relativa de 
3HA-PYL8 en semillas embebidas y 
mantenidas 24 horas en placas de MS o MS 
con 3 μM de ABA. (A) Análisis por western 
blot de los niveles de 3HA-PYL8 usando 
anticuerpo anti-HA y anti-RPT5. Este último 
fue usado en el control de carga. El análisis 
de los niveles de proteínas en (B) se llevó a 
cabo usando el programa ImageJ.  
(C) Análisis de los niveles de expresión del 
transgen 3HA-PYL8 por qRT-PCR en 
semillas oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP y 
control (oe3HA-PYL8/pyl8-1). Antes de la 
extracción de RNA, las líneas fueron 
embebidas y sembradas durante 24 horas en 
medio MS con o sin 3 μM de ABA. eEIF1α fue 
usado como control interno. Los niveles de 
expresión son relativos a los niveles en 
plantas germinadas en MS. Los datos son la 
media de tres réplicas biológicas con dos 
réplicas técnicas cada una. Las barras de 
error representan la desviación estandar.  

 

   

   
 

8. LA SOBREXPRESIÓN DE DDA1 REDUCE LA SENSIBILIDAD DE LA 
PLANTA AL ABA. 

 Nuestros datos indican que DDA1 facilita la degradación de PYL8, y posiblemente la de otros 
receptores  PYR/PYL/RCAR con los que interacciona, lo que apunta a que DDA1 posee un papel regulador 
negativo en la ruta de señalización del ABA. Para comprobar esta hipótesis, se caracterizaron varias respuestas 
al ABA en plantas oeDDA1-GFP, incluyendo la inhibición de la germinación de las semillas mediada por ABA, del 
establecimiento de las semillas y del crecimiento de la raíz. Como control, se emplearon plantas silvestres y 
oeHAB1 (que sobrexpresan la fosfatasa PP2C HAB1, usada como control de plantas insensibles al ABA) 150.  

 Comparadas con plantas silvestres, las plantas oeDDA1-GFP mostraron una respuesta de sensibilidad 
reducida a ABA en todos los casos (figuras de 28A a 28C, 28G y 28H). Estos ensayos se realizaron en 
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colaboración con el grupo del doctor Pedro L. Rodríguez (IBPM-CSIC, Valencia). Además, las líneas oeDDA1-
GFP fueron menos sensibles que las silvestres a la inhibición de la germinación mediada por NaCl y manitol; i.e.: 
salinidad y estrés osmótico, respectivamente; (figuras 28D y 28E), indicando que el efecto de la sobreexpresión 
de DDA1 es también evidente bajo condiciones de estrés que incrementan los niveles endógenos de ABA 128,177. 
Como control para estos experimentos, se usaron las líneas mutantes insensibles a ABA coi1-16 (cra1) 146.  

 Para confirmar que esta reducción en la sensibilidad a ABA se debe a la sobrexpresión de DDA1, se 
analizaron plantas de Arabidopsis que expresan el cDNA de DDA1 bajo el control de un promotor inducible por 
β-estradiol (iDDA1, cedidas por la Dra. Marisa Irigoyen). El porcentaje de establecimiento de semilla de las 
plantas iDDA1 crecidas en medio MS suplementado o no con ABA o con β-estradiol era indistinguible del de las 
plantas silvestres. Sin embargo, el ratio de establecimiento de semilla en presencia de ABA se incrementa en 
plantas iDDA1 tras la inducción de la expresión de DDA1 con β-estradiol (figuras 28F y 28I).  

 

9.  LA REDUCCIÓN DE LOS NIVELES DE DDA1 PROVOCA HIPERSENSIBILIDAD 
A ABA 

 Dado que DDA1 tiene un papel regulador negativo en la ruta de señalización de ABA, y su 
sobrexpresión produce una respuesta de sensibilidad reducida a ABA, cabe esperar que la pérdida de función de 
DDA1 provoque una respuesta contraria a la hormona. Para confirmar esta hipótesis se generaron líneas 
transgénicas estables de Arabidopsis que expresan, bajo el promotor constitutivo 35S, un miRNA artificial de 
DDA1 (amiRNA-DDA1). Los niveles de expresión de DDA1 en estas líneas sobrexpresoras del miRNA artificial 
fueron analizados en 2 líneas independientes mediante qRT-PCR (figura 29A). Estas dos líneas presentaban 
entre 6 y 8 veces menos tránscrito de DDA1 endógeno que las plantas silvestres. Empleando dichas líneas con 
niveles reducidos de DDA1 se caracterizó el grado de inhibición del establecimiento de las semillas mediado por 
ABA, NaCl y manitol. Como control, se usaron plantas silvestres y oeDDA1-GFP (líneas de sobreexpresión de 
DDA1, usadas como control insensible a ABA, salinidad y estrés osmótico).  

 Comparadas con las plantas silvestres y las líneas de sobreexpresión oeDDA1-GFP, las plantas 
amiRNA-DDA1 1 y 2 mostraron una respuesta hipersensible a todos los tratamientos (figuras 29B- 29F).  
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Figura 28: Las plantas que sobreexpresan DDA1 presentan una sensibilidad reducida al ABA. 
(A) Porcentaje de semillas germinadas (emergencia radicular) en presencia de 0.5 μM de ABA a las 72 horas de la siembra. Se 
analizaron  plantas silvestres (Col), oeDDA1-GFP, y oeHAB1 (control insensible al ABA). 
(B) Porcentaje de semillas que germinan y desarrollan cotiledones verdes y el primer par de hojas verdaderas a los 5 días. Se 
compararon los mismos genotipos que en (A). 
(C) Cuantificación de la inhibición del crecimiento de la raíz mediado por ABA. Se compararon los mismos genotipos que en (A), 
además de plantas mutantes pyl8-1.  
(D) y (E) Porcentaje de semillas que germinan a los 5 días en presencia de 400 mM de manitol (D) o 150 mM de NaCl (E). Se 
analizaron las líneas silvestres (Col), oeDDA1-GFP y cra-1 (como control insensible a estrés por salinidad y estrés osmótico). 
(F) Porcentaje de semillas que germinan y desarrollan cotiledones verdes a los 5 días en presencia o no de 1 μM de ABA y/o 10 μM 
de β-estradiol (Estr.). Se analizaron los genotipos correspondientes a las líneas silvestres (Col), cra-1 (como control insensible), y 
plantas que expresan DDA1 bajo el control de un promotor inducible por estradiol (iDDA1).  
(G) Inhibición del crecimiento mediado por ABA en líneas Col (silvestre) y oe-DDA1-GFP que germinaron en presencia de 0.5 μM de 
ABA como en (B). Las fotografías fueron tomadas 10 días después de la siembra.  
(H) Reducción de la sensibilidad a la inhibición del crecimiento de las raíces dependiente de ABA en plantas oeDDA1-GFP 
comparadas con plantas silvestres, analizadas como en (C). Las barras equivalen a 1 cm.  
(I) Fotografía de las plantas analizadas en (F), tomadas a los 10 días tras la siembra.  
*p < 0.01 (Test t de Student) con respecto a las líneas silvestres sometidas a las mismas condiciones experimentales. En todos los 
casos, los datos indicados son la media de tres réplicas biológicas. Las barras de error representan la desviación estándar (SD). El 
medio MS fue usado como control en todos los análisis.  
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Figura 29: Las plantas con pérdida de función parcial de DDA1 presentan fenotipos de hipersensibilidad a ABA. 
(A) Análisis mediante qRT-PCR de los niveles de expresión de DDA1 en dos líneas amiRNA-DDA1 independientes, comparadas con 
los niveles endógenos de DDA1 en plantas silvestres (Col). Los datos representados son la media de dos réplicas biológicas por 
muestra, con tres réplicas técnicas cada una. Actina8 fue usado como control interno. Las barras de error representan la desviación 
estándar.  
(B) Porcentaje de semillas que germinan y desarrollan cotiledones verdes y el primer par de hojas verdaderas a los 5 días. Se han 
analizado plantas silvestres (Col), oeDDA1-GFP (control insensible a ABA) y amiRNA-DDA1 1 y 2. 
(C) y (D) Porcentaje de semillas que germinan y desarrollan cotiledones verdes a los 5 días en presencia de 400 mM de manitol (D) o 
150 mM de NaCl (C). Se analizaron las mismas líneas que en (B). 
(E) Inhibición del crecimiento mediado por ABA en líneas Col, oeDDA1-GFP y amiRNA-DDA1 1 y 2. En las fotografías se muestran 
plantas de 10 días, germinadas y crecidas en medio horizontal suplementado o no con 0.5 μM de ABA.  
(F) Fotografía de las plantas analizadas en (C) y (D), tomadas a los 10 días tras la siembra.  
*p < 0.01 (Test t de Student) con respecto a las líneas silvestres sometidas a las mismas condiciones experimentales. En todos los 
casos, los datos indicados son la media de dos réplicas biológicas. Las barras de error representan la desviación estándar (SD). El 
medio MS fue usado como control en todos los análisis.  
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10.   LA PÉRDIDA PARCIAL DE FUNCIÓN DE MIEMBROS DEL COMPLEJO 
CDD CAUSA HIPERSENSIBILIDAD A ABA 

 Dado que DDA1 de Arabidopsis forma parte del complejo CDD, analizamos el fenotipo de diferentes 
líneas mutantes para los componentes de este complejo cultivadas en presencia de ABA. Así, los análisis de las 
respuestas a ABA mostraron que mutaciones que provocan pérdida de función parcial de DDB1, DET1 o COP10  
19,21,144 causan una respuesta contraria a la sobrexpresesión de DDA1. Así, los mutantes ddb1a, cop10-4 y det1-

1 mostraron una mayor respuesta a la inhibición de la germinación y del establecimiento de la semilla mediado 
por ABA, cuando las comparamos con las del fenotipo silvestre (figuras 30A, 30B y 30C). En el caso de los 
mutantes det1-1, la respuesta de hipersensibilidad a ABA también se hace evidente al analizar el crecimiento de 
la raíz (figuras 30D y 30E). Como control, se emplearon plantas silvestres y la línea doble mutante para las 
fosfatasas ABI1 y HAB1 hab1-1/abi1-2 147 (usada como control hipersensible al ABA). Estos ensayos se 
realizaron en colaboración con el grupo del doctor Pedro L. Rodríguez (IBMCP-CSIC, Valencia). 

 A continuación, se analizó si esta respuesta hipersensible al ABA correlaciona con un incremento en la 
acumulación de PYL8 en mutantes para componentes del complejo CDD. Para ello, se cruzaron plantas oe3HA-
PYL8 con líneas mutantes cop10-4. Análisis por western blot de extractos totales de proteínas de semilla 
mostraron que las líneas mutantes cop10-4 acumulan más cantidad de proteína 3HA-PYL8 tras el tratamiento 
con ABA y en condiciones control (figura 31A y 31B). El análisis por qRT-PCR de este mismo material indicó que 
estos cambios en los niveles de la proteína 3HA-PYL8 no correlacionan con variaciones en la expresión del 
transgen (figura 31C).  

 Estos datos indican que todos los componentes del complejo CDD cooperan para regular la estabilidad 
del receptor de ABA, y modular de esta manera las respuestas a esta hormona.  
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Figura 30: Plantas mutantes hipomorfos para componentes del complejo CDD muestran mayor sensibilidad a ABA. 
(A) Comparación del porcentaje de semillas que germinaron (emergencia de la radícula) a los 4 días de la siembra en medio 
suplementado con 0.5 μM de ABA, para las líneas silvestre (Col), hab1-1/abi1-2, det1-1, cop10-4 y ddb1a.  
(B) Porcentaje de semillas que germinan y desarrollan cotiledones verdes y el primer par de hojas verdaderas a los 7 días. Los 
genotipos analizados fueron los mismos que en (A). 
(C) Fotografías representativas de plántulas de 10 días crecidas como en (A). 
(D) Cuantificación de la inhibición del crecimiento de la raíz mediado por ABA de las líneas silvestre (1) comparadas con hab1-
1/abi1-2 (2), det1-1 (3), cop10-4 (4) y ddb1a (5). Las semillas fueron germinadas en medio MS y transferidas a placas con 10 
μM de ABA durante 10 días.  
(E) Fotografías de plántulas representativas tratadas como en (D).   
*p < 0.01 (Test t de Student) con respecto a las líneas silvestres sometidas a las mismas condiciones experimentales. En 
todos los casos, los datos indicados son la media de tres réplicas biológicas. Las barras de error representan la desviación 
estándar (SD)  El medio MS fue usado como control en todos los análisis   
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11.   EL ABA LIMITA LA POLIUBIQUITINACIÓN DE PYL8. 

 Para caracterizar el mecanismo de acción del ABA en la estabilización de PYL8, primero se analizó si el 
ABA es capaz de inhibir la interacción entre las proteínas DDA1 y el sustrato PYL8. Para ello, se realizaron 
experimentos de doble híbrido en levaduras y ensayos de coinmunoprecipitación de las fusiones DDA1-GFP y 
3HA-PYL8 expresadas de manera transitoria en hojas de N. benthamiana y en presencia o ausencia de ABA. 
Como resultado, se observó que el ABA no impide la unión entre DDA1 y PYL8 (figuras 32A y 32B). Además, 
fuimos capaces de coinmunoprecipitar DDA1-GFP con 3HA-PYL8 solo en plantas tratadas con ABA, lo que 
sugiere que la protección con ABA de PYL8 también favorece su asociación con DDA1, ya que en ausencia de 
ABA, PYL8 se degrada rápidamente (figura 32B).   

 Se comprobó a continuación si los niveles de ABA afectan al ratio de ubiquitinación de PYL8. Para ello, 
se purificaron proteínas conjugadas con ubiquitina a partir de líneas oe3HA-PYL8, después de un tratamiento 
con ABA. Como se puede observar en la figura 32C, se detectan menos bandas de 3HA-PYL8 poliubiquitinado 
tras el tratamiento con ABA comparado con el control sin tratar, indicando que el ABA reduce la 
poliubiquitinación de PYL8.  

Figura 31: Las semillas mutantes para COP10 
acumulan más proteína 3HA-PYL8.  
(A) Análisis por western blot de los niveles de proteína 
3HA-PYL8 en semillas de líneas oe3HA-PYL8/pyl8-1 y 
oe3HA-PYL8/pyl8-1/cop10-4. Antes de la extracción de 
proteínas, las semillas se sembraron en placas de MS 
con o sin 3 μM de ABA y se mantuvieron durante 24 
horas. Se utilizaron los anticuerpos anti-HA y anti-
RPT5 para detectar 3HA-PYL8 y en el control de 
carga, respectivamente.  
(B) Análisis de los niveles de proteína mostrados en 
(A) se llevaron a cabo usando el programa ImageJ.  
(C) Análisis de los niveles de expresión del transgen 
3HA-PYL8 por qRT-PCR en semillas oe3HA-
PYL8/pyl8-1/cop10-4 y control (oe3HA-PYL8/pyl8-1). 
Antes de la extracción del RNA, las líneas fueron 
embebidas y sembradas durante 24 horas en medio 
MS con o sin 3 μM de ABA. El gen eEIF1α fue usado 
como control interno. Los niveles de expresión son 
relativos a los niveles en plantas germinadas en MS. 
Los datos son la media de tres réplicas biológicas con 
dos réplicas técnicas cada una. Las barras de error 
representan la desviación estandar.  
 



Resultados 
 

109 
 

 

 

 

Figura 32: El ABA reduce la poliubiquitinación de PYL8 pero no su interacción con DDA1.  
(A) En ABA no impide la interacción entre PYL8 y DDA1 en ensayos de Y2H. Levaduras transformadas con los vectores 
indicados fueron cultivadas en placas selectivas con o sin 100 μM de ABA. Los medios selectivos contienen diferentes 
concentraciones de 3AT (desde 0 a 2 mM). Los clones pGAD-T y pGBK-53 (clontech) fueron usados como control positivo 
(control +). 
(B) DDA1-GFP se une in vivo a 3HA-PYL8 en presencia de ABA. 3HA-PYL8 y DDA1-GFP fueron expresados 
transitoriamente en hojas de 3 semanas de N. benthamiana tratadas con MG132 y en presencia o ausencia de 50 μM de 
ABA. Los extractos totales (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron sometidos a análisis por inmunoblot con anticuerpos 
anti-GFP y anti-HA. Western blots frente al anticuerpo anti-RPT5 fueron usados como control de carga. 
(C) Los tratamientos con ABA reducen la poliubiquitinación de PYL8. Para realizar la purificación de proteínas ubiquitinadas, 
los extractos de proteína total obtenidos de plántulas oe3HA-PYL8/pyl8-1 tratadas o no con MG132 y ABA, fueron 
incubados con resina p62, o resina de agarosa sin afinidad por la ubiquitina como control negativo. Se usó anticuerpo anti-
ubiquitina para detectar el total de proteínas ubiquitinadas. El anticuerpo anti-HA se utilizó para detectar 3HA-PYL8 y sus 
isoformas poliubiquitinadas [Ub(n)-3HA-PYL8, indicadas con corchete]. La flecha indica la posición de una proteína no 
específica detectada con anti-HA (usada como control de carga). 
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12.   EL ABA MODULA EL ENSAMBLAJE DE LOS COMPLEJOS CRL4-CDD. 

 Dado que el ABA no impide la interacción entre DDA1 y PYL8, pero sí reduce la poliubiquitinación del 
receptor, se analizó si el ABA afecta al ensamblaje de los complejos CRL4-CDD. Para ello, se testó la capacidad 
de interacción entre proteínas que forman parte de estos complejos tras el tratamiento con ABA.  

 Así, se analizó la asociación entre dos miembros del complejo CDD (DDA1 y COP10) en líneas 
transgénicas estables que sobrexpresan DDA1-GFP y FLAG-COP10 (oeDDA1-GFP/oeFLAG-COP10), usando la 
línea sobrexpresora de FLAG-COP10 (oeFLAG-COP10 28) como control. Cuando DDA1-GFP fue 
inmunoprecipitado a partir de plantas tratadas con ABA, FLAG-COP10 fue coinmunoprecipitado al mismo nivel 
que en plantas control sin tratar (figura 33A). Este resultado sugiere que la asociación entre DDA1 y COP10 no 
es dependiente de la presencia o ausencia de ABA. Como DDA1 no interacciona directamente con COP10, 
podemos extrapolar este resultado a la relación de DDA1 con el resto de componentes del complejo CDD. Así, 
suponemos que el tratamiento con ABA no afecta a la interacción directa entre DDB1a y DDB1b con DDA1, y 
tampoco debe afectar a su asociación con DET1.  

 También se analizó si la asociación entre DDA1 y CUL4 se está viendo afectada por la presencia de la 
hormona. Para ello se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación con líneas oeDDA1-GFP. Como se muestra 
en la figura 33B, CUL4 no coinmunoprecipita con DDA1-GFP tras el tratamiento con ABA. Además, se llevó a 
cabo el mismo experimento en presencia del inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida (CHX). En estas 
condiciones, la pérdida de asociación entre DDA1-GFP y CUL4 causada por el ABA sigue siendo detectable 
(figura 33C). Con lo cual, este efecto no depende de variaciones a nivel transcripcional en respuesta al ABA, sino 
que el mecanismo por el cual el ABA impide el ensamblaje del complejo requiere factores que están presentes 
antes del incremento de los niveles de la hormona. Con este experimento también podemos concluir que este 
proceso ocurre en la célula rápidamente (es detectable a las 3 horas del inicio del tratamiento).  

 Usando plántulas oeDET1-GFP 21, oeFLAG-COP10 28, oeFLAG-DDB1b 25 y TAP-COP1 80 
comprobamos que el tratamiento con ABA también afecta a otros componentes del complejo CDD en su 
asociación con CUL4 (figura 33D, 33E, 33F), pero no a otras proteínas adaptadoras de sustrato que forman 
parte de los complejos CRL4, como COP1 (figura 33G). Con lo cual, el tratamiento con ABA impide la asociación 
del complejo CDD con CUL4, y este efecto sobre el ensamblaje afecta específicamente a este tipo de complejos.  
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Figura 33: El ABA impide la asociación del complejo CDD con CUL4.  
(A) DDA1-GFP se une in vivo a FLAG-COP10 en presencia de ABA. La inmunoprecipitación de las fusiones DDA1-GFP se 
realizó a partir de un extracto total de proteínas de plántulas oeDDA1-GFP/oeFLAG-COP10 y oeFLAG-COP10 de 7 días 
tratadas con MG132 y en presencia (+) o ausencia (-) de 50 μM de ABA. Una muestra del extracto total de proteínas (input) 
y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos anti-GFP y anti-FLAG, para 
detectar DDA1-GFP y FLAG-COP10, respectivamente. 
(B-C) DDA1-GFP no se asocia con CUL4 en presencia de ABA. Ensayos de coinmunoprecipitación llevados a cabo como 
en (A), usando extracto proteico de plántulas oeDDA1-GFP de 7 días. Se usaron anticuerpos anti-GFP y anti-CUL4 para 
detectar DDA1-GFP y CUL4, respectivamente. Se incluye también un control en el cual el extracto proteico no se incubó con 
anticuerpo anti-GFP.  
(C) Ensayos de coinmunoprecipitación usando extracto proteico de plántulas oeDDA1-GFP de 7 días tratadas durante 3 
horas con MG132 y cicloheximida (50 μM) y en presencia (+) o ausencia (-) de 50 μM de ABA. Se usaron los mismos 
anticuerpos que en (B).  
(D-G) El ABA reduce la asociación del complejo CDD con CUL4. Se muestra la inmunoprecipitación usando extracto 
proteico de plántulas oeDET1-GFP (D), oeFLAG-COP10 (E), oeFLAG-DDB1b (F) y oeTAP-COP1 (G) de 7 días, tratadas 
con MG132 y en presencia (+) o ausencia (-) de 50 μM de ABA. Una muestra del extracto total de proteínas (input) y los 
inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos anti-GFP, anti-FLAG, anti-PAP y 
anti CUL4 para detectar DET1-GFP, FLAG-COP10, FLAG-DDB1b, TAP-COP1 y CUL4, respectivamente. 
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13.    ANÁLISIS DE LOS CAMBIOS EN EL ESTADO DE NEDILACIÓN DE LA 
CUL4 MEDIADOS POR ABA. 

 Estudios previos han determinado que, en Arabidopsis, los ciclos de nedilación/denedilación de las 
culinas son necesarios para el correcto funcionamiento de los complejos CRL, ya que protegen a sus 
componentes de la autodegradación 112, al mismo tiempo que permiten la unión de nuevos adaptadores de 
sustrato 7. Así, la nedilación de CUL4 está relacionada con un incremento en la actividad de estos complejos, ya 
que CUL4 nedilada es capaz de interaccionar con los módulos adaptadores de sustrato que reconocen a la 
proteína a ubiquitinar 18. De acuerdo con esta idea, los complejos que contienen DDA1, que actúan como 
adaptadores de sustrato, deben estar principalmente asociados con CUL4 en su estado nedilado. Confirmamos  
esta teoría mediante dos aproximaciones experimentales; la primera, analizando mediante ensayos de 
coinmunoprecipitación el estado de nedilación de la fracción de CUL4 que se asocia con DDA1-GFP. Como 
control para determinar la posición de la banda correspondiente a CUL4 nedilada, usamos extracto de proteína 
del mutante cop9-1 148, que presenta niveles incrementados de culinas nediladas. De esta manera pudimos 
concluir que la mayoría de CUL4 asociada con DDA1 está modificada con nedilación (figura 34A). La segunda 
aproximación consistió en analizar si CUL4 denedilada es capaz de asociarse con DDA1-GFP. Para ello, se 
llevaron a cabo ensayos de coinmunoprecipitación en líneas oeDDA1-GFP tratadas con MLN4924, que es un 
inhibidor de la enzima E1-activadora de la nedilación 102. Así, al igual que ocurre tras el tratamiento con ABA, 
fuimos capaces de detectar menos CUL4 asociada con DDA1-GFP en presencia del inhibidor (figura 34B), 
confirmando que DDA1 se asocia fundamentalmente a complejos proteicos que contienen CUL4 nedilada.  

 La proteína CAND1 está implicada en la regulación de los complejos CRL E3 ubiquitina ligasas. CAND1 
es capaz de unirse a las culinas en su estado denedilado, ocupando físicamente el lugar de unión de los 
módulos adaptadores de sustrato 114. Tras confirmar que los complejos que contienen a DDA1 son capaces de 
unirse a complejos de CUL4 en su estado nedilado, y que esta asociación disminuye tras el tratamiento con 
ABA, analizamos si la asociación entre CUL4 y CAND1 también se ve afectada por la hormona. Para ello 
usamos líneas transgénicas estables que sobreexpresan FLAG-CAND1 (oeFLAG-CAND1/cand1-1) tratadas o no 
con 50 μM de ABA. Cuando FLAG-CAND1 fue inmunoprecipitado de plantas tratadas con ABA, CUL4 fue 
detectado en unos niveles similares que en plantas control sin tratar (figura 34C), no pudiendo concluir que la 
presencia de la hormona esté afectando a la capacidad de asociación global entre CUL4 y CAND1.  

 Posteriormente, analizamos la asociación entre DDA1-GFP y CAND1 en presencia o ausencia de ABA. 
Como se muestra en la figura 34D, claramente CAND1 no se encuentra entre las proteínas que inmunoprecipitan 
junto con DDA1, en ninguna de las condiciones analizadas. Este resultado indica que DDA1 y CAND1 no 
coexisten en el mismo complejo, lo que es consistente con el hecho de que CAND1 preferentemente 
interacciona con las culinas no modificadas, inhibiendo la interacción entre la culina y su adaptador de sustrato, y 
regulando negativamente la actividad enzimática de estos complejos 114.  
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Figura 34: Formación de complejos DDA1-CUL4 y CUL4-CAND1 dependiente del estado de nedilación/denedilación de la 
CUL4 y el ABA.  
(A y B) DDA1 se asocia preferentemente con CUL4 nedilada. (A) Ensayos de inmunoprecipitación de DDA1-GFP a partir de 
extracto total de plántulas oeDDA1-GFP y Col de 7 días tratadas con MG132. Una muestra del extracto total de proteínas 
(input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos anti-GFP y anti-CUL4, 
para detectar DDA1-GFP y CUL4,  respectivamente. Como control para discernir entre la banda nedilada (señalada con 
flecha) y denedilada de la CUL4 se usó extracto de proteína total de la línea mutante cop9-1. (B) Ensayos de 
coinmunoprecipitación llevados a cabo como en (A), usando extracto proteico de plántulas de 7 días oeDDA1-GFP tratadas 
con MG132  e incubadas o no con 10 μM de MLN4924. 
(C) La asociación entre CAND1 y CUL4 no es dependiente de ABA. Extractos totales de proteínas de plántulas de 7 días 
oeFLAG-CAND1/cand1-1 tratadas o no con MG132 y 50 μM de ABA fueron incubados con resina anti-FLAG M2. Una 
muestra del extracto total de proteínas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) 
con los anticuerpos anti-FLAG y anti-CUL4, para detectar FLAG-CAND1 y CUL4, respectivamente. 
(D) DDA1 no se asocia con CAND1. Ensayos de coinmunoprecipitación llevados a cabo como en (A), usando extractos 
proteicos de plántulas oeDDA1-GFP y Col de 7 días tratadas o no con MG132 y 50 μM de ABA. Se usaron anticuerpos anti-
GFP y anti-CAND1, para detectar DDA1-GFP y CAND1, respectivamente. 
 

 

14.   DDA1 INTERACCIONA CON COMPONENTES DEL SIGNALOSOMA, Y 
ESTA INTERACCIÓN INCREMENTA EN PRESENCIA DE ABA. 

 En Arabidopsis, los procesos de nedilación/denedilación de CUL4 son necesarios para la correcta 
funcionalidad de los complejos CRL4 in vivo, y este proceso está regulado por el complejo CSN, que consta de 
varias subunidades. CSN5 posee actividad denedilasa, con lo cual, el complejo CSN denedila a las culinas 
favoreciendo la asociación con CAND1 e inhibiendo la actividad de los complejos CRL 114.  
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 Se ha descrito en humanos que la proteína hDda1 se asocia con subunidades del complejo Csn 33. Para 
comprobar si dicha asociación también ocurre en Arabidopsis, se llevaron a cabo experimentos de 
coinmunoprecipitación, empleando distintas fusiones de DDA1. Como se muestra en la figura 35A, DDA1 
interacciona con dos subunidades del complejo CSN: CSN5 y CSN3. Además, otros miembros del complejo 
CDD como COP10 también son capaces de coinmunoprecipitar con CSN5 (figura 35B). Estos resultados 
confirman la asociación de los complejos que contienen a DDA1 con CSN en Arabidopsis.  

 Para analizar si existen cambios en esta asociación en presencia de ABA, se realizaron ensayos de 
inmunoprecipitación tipo TAP a partir de cultivos celulares de Arabidopsis transformados con la construcción 
DDA1-Gsrhino. Entre las proteínas que coinmunoprecipitan con DDA1-Gsrhino aparece CSN5, y esta asociación 
se incrementa levemente (pero de manera significativa) tras el tratamiento del cultivo con 50 μM de ABA durante 
2 horas (figura 35C). Este resultado sugiere que, en presencia de la hormona, los complejos que contienen a 
DDA1 están más accesibles a la unión con CSN, el cual facilitaría la desestabilización del complejo CRL4-CDD, 
mediante la denedilación de CUL4.  

 

 

 

Figura 35: El complejo CDD interacciona con 
subunidades del complejo CSN, y esta asociación se 
incrementa en presencia de ABA.  
(A) Inmunoprecipitación de las fusiones DDA1-GFP a 
partir de extracto total de plántulas oeDDA1-GFP y Col 
de 7 días. Una muestra del extracto total de proteínas 
(input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados 
mediante western blot (IB) con los anticuerpos anti-GFP, 
anti-CSN5 y anti-CSN3, para detectar DDA1-GFP y las 
subunidades del signalosoma CSN5 y CSN3, 
respectivamente. 
(B) Ensayos de coinmunoprecipitación llevados a cabo 
como en (A), usando extractos proteicos de plantulas 
oeFLAG-COP10 y Col de 7 días. Se usaron los 
anticuerpos anti-FLAG y anti-CSN5, para detectar FLAG-
COP10 y CSN5, respectivamente. 
(C) Inmunoprecipitación tipo TAP de las fusiones DDA1-
Gsrhino a partir de extracto total de suspensiones 
celulares de 3 días tratadas (+) o no (-) durante 2 horas 
con 50 μM de ABA. Una muestra del extracto total de 
proteínas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron 
analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos 
anti-DDA1 y anti-CSN5, para detectar DDA1-Gsrhino y la 
subunidad del signalosoma CSN5.   
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15.  EL ABA PROVOCA CAMBIOS GENERALES EN EL ENSAMBLAJE DE 
LOS COMPLEJOS QUE CONTIENEN A DDA1, CUL4 Y CAND1. 

 El análisis de fraccionamiento por filtración en gel mediante columnas de FPLC (cromatografía de 
exclusión molecular) de plántulas oeDDA1-GFP, muestra que DDA1-GFP predominantemente eluye en 
fracciones próximas a los 650 kDa (figura 36, panel superior), existiendo un pico menos abundante cerca de 14 
kDa que podría corresponder a DDA1-GFP en forma monomérica. Tras el tratamiento con ABA, el pico de 
elución mayoritario se desplaza hacia fracciones de menor peso molecular, al mismo tiempo que se incrementa 
la cantidad de proteína en forma monomérica. Estos resultados correlacionan con el desensamblaje del complejo 
en presencia de ABA indicado en apartados anteriores.  

 Por otro lado, los complejos que contienen a CUL4, que en condiciones normales eluyen en fracciones 
correspondientes a proteínas de 450 kDa, aproximadamente, pasan a formar parte de complejos de mayor peso 
molecular tras el tratamiento con ABA, tal y como se puede observar en los paneles 3 y 4 de la figura 36.  

 En el caso del complejo CSN, en western bots empleando anti-CSN3 y anti-CSN5 se observan ambas 
proteínas en fracciones correspondientes a una tamaño de 500 kDa (figura 36, paneles 5, 6, 7 y 8), existiendo 
cofraccionamiento con DDA1-GFP, CUL4 y CAND1. Sin embargo, no se detectaron cambios significativos de 
tamaño tras el tratamiento con ABA. En el caso de la proteína CAND1, esta aparece en fracciones 
correspondientes a proteínas de unos 300 kDa, y tras el tratamiento con ABA, la mayoría de la proteína 
detectada pasa a formar parte de complejos de menor peso molecular (aproximadamente 200 kDa, figura 36, 
paneles 9 y 10).  
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Figura 36: Caracterización del patrón de fraccionamiento en ensayos de cromatografía por exclusión molecular de los 
complejos CRL4-CDD e interactores tras el tratamiento con ABA. Extractos proteicos purificados a partir de plántulas 
oeDDA1-GFP de 7 días tratadas (+) o no (-) con 50 μM de ABA, fueron separados y fraccionados con una columna 
“Superdex 200 Increase 10/300 GL”. Se recogieron fracciones de 0.5 mL y se analizaron por western blot (IB) con 
anticuerpos anti-GFP (para detectar DDA1-GFP), anti-CUL4, anti-CSN3, anti-CSN5 y anti-CAND1.  

 

16.  LAS  GIBERELINAS  FAVORECEN  EL  ENSAMBLAJE  DE  LOS 
COMPLEJOS CDD Y CRL4, Y LA POLIUBIQUITINACIÓN DE PYL8. 

 Según los resultados explicados anteriormente, los complejos que contienen a DDA1 tienen un papel 
regulador negativo en la respuesta a ABA, controlando, entre otros procesos, la germinación de la semilla 
cuando los niveles de dicha hormona disminuyen.  

 Las giberelinas (GAs) poseen también una función clave durante la germinación, desempeñando un 
papel antagónico al ABA en el control de este proceso 120. Por ello, quisimos comprobar si las giberelinas y el 
ABA también juegan un papel opuesto en el control de las estabilidad de los complejos CRL4-CDD. Así, 
analizamos en primer lugar si la presencia o no de giberelinas afecta a la asociación entre DDA1 y CUL4. Para 
ello se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación con líneas oeDDA1-GFP en presencia de ABA, GAs o 
ambas. Como se muestra en la figura 37A, CUL4 no coinmunoprecipita con DDA1-GFP tras el tratamiento con 
ABA, tal y como mostramos anteriormente (figura 33B). Sin embargo, al hacer un tratamiento con giberelinas, o 
con ambas fitohormonas, fuimos capaces de coinmunoprecipitar más CUL4 asociada con DDA1-GFP que en los 
controles sin tratar. Además, se llevó a cabo el mismo experimento en presencia del inhibidor de la síntesis de 
proteínas cicloheximida (CHX), y en estas condiciones, el efecto de las giberelinas sigue siendo evidente en la 
asociación DDA1-GFP y CUL4 (figura 37B). Estos resultados nos indican que las giberelinas incrementan la 
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estabilidad de los complejos CRL4-CDD, y que, al igual que ocurre con el ABA, el efecto de las giberelinas sobre 
el ensamblaje del complejo no depende de cambios transcripcionales. 

 En segundo lugar, se analizó si las giberelinas también alteran la asociación del complejo CSN con 
DDA1. Para ello, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación tipo TAP a partir de cultivos celulares de 
Arabidopsis transformados con la construcción DDA1-Gsrhino en presencia o no de GAs. Se observó que CSN5 
está menos asociado con DDA1-Gsrhino tras el tratamiento con GAs (figura 37C), siendo este efecto el opuesto 
al observado en presencia de ABA. 

 Por último, quisimos comprobar si este efecto modulador de las giberelinas se hace evidente en la 
regulación de la estabilidad de las dianas del complejo. Para ello, se comprobó si los niveles de GAs afectan al 
grado de ubiquitinación de PYL8. Con este fin, se purificaron  proteínas conjugadas con ubiquitina a partir de 
líneas oe3HA-PYL8, después de un tratamiento con ABA y con GAs, y se comparó con los niveles de 
modificación en diferentes controles. Como se puede observar en la figura 37D, se pueden detectar menos 
bandas de 3HA-PYL8 poliubiquitinado tras el tratamiento con ABA comparado con el control sin tratar. Sin 
embargo, al añadir además GAs, somos capaces de detectar más poliubiquitinación de PYL8, indicando que la 
presencia de giberelinas contribuye a la estabilización del complejo CRL4-CDD, revirtiendo el efecto inactivador 
del ABA.  
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Figura 37: (A y B) El tratamiento con giberelinas incrementa la estabilidad del complejo CRL4-CDD. (A) La inmunoprecipitación de 
las fusiones DDA1-GFP se realizó a partir de un extracto total de proteínas de plántulas oeDDA1-GFP y Col de siete días, tratadas 
con MG132, y en presencia (+) o ausencia (-) de 50 μM de ABA o 50 μM de giberelinas (GAs). Una muestra del extracto total de 
proteínas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con los anticuerpos anti-GFP y anti-CUL4 
para detectar DDA1-GFP y CUL4, respectivamente. (B) Ensayos de coinmunoprecipitación usando extractos proteicos de plántulas 
oeDDA1-GFP de 7 días tratadas con MG132, CLX (50 μM) y ABA (50 μM) durante 1 hora, tras lo cual se añadió 50 μM de giberelinas 
(GA) (+) o su correspondiente control (-) y se incubó 3 horas más. Los análisis de western blot se llevaron a cabo como en (A). 
(C) CSN5 se asocia con DDA1 en menor medida tras el tratamiento con GAs. Inmunoprecipitación tipo TAP de las fusiones DDA1-
Gsrhino a partir de extractos totales de suspensiones celulares de 3 días tratadas (+) o no (-) durante 2 horas con 50 μM de GAs. Una 
muestra del extracto total de proteínas (input) y los inmunoprecipitados (IP) fueron analizados mediante western blot (IB) con los 
anticuerpos anti-DDA1 y anti-CSN5, para detectar DDA1-Gsrhino y la subunidad del signalosoma CSN5, respectivamente.   
(D) Los niveles de poliubiquitinación de 3HA-PYL8 se incrementan tras el tratamiento con ABA y GA. Se realizó la purificación del 
total de proteínas ubiquitinadas a partir de extractos de proteína total de plántulas oe3HA-PYL8/pyl8-1 tratadas MG132 y con (+) o sin 
(-) 50 μM de ABA durante 1 hora, seguido de un tratamiento de tres horas con (+) o sin (-) 50 μM de GAs. Para la purificación, los 
extractos proteicos fueron incubados con resina p62, o resina de agarosa sin afinidad por la ubiquitina como control negativo. Se usó 
anticuerpo anti-ubiquitina para detectar el total de proteínas ubiquitinadas. El anticuerpo anti-HA se utilizó para detectar 3HA-PYL8 y 
sus isoformas poliubiquitinadas [Ub(n)-3HA-PYL8, indicadas con corchete]. 
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 Al inicio de este estudio, el complejo CDD había sido caracterizado y se conocía su participación en la 
degradación de diversas proteínas diana (como por ejemplo HY5 o DDB2 en Arabidopsis) 32,86, sin estar 
totalmente claro como desempeñaba su función. La asociación de DDA1 con complejos CDD en plantas había 
sido sugerida previamente 74, sin embargo, no existían datos experimentales que lo corroboraran. En este 
estudio, hemos demostrado mediante experimentos tipo TAP, que DDA1 es un componente del complejo CDD 
en Arabidopsis. Así, hemos sido capaces de detectar todos los componentes del complejo CDD (DDB1a, 
DDB1b, DET1, COP10) en las fracciones purificadas de DDA1. Además, al igual que su homólogo en humanos, 
la asociación entre DDA1 de Arabidopsis y el resto del complejo ocurre a través de la interacción física entre ésta 
y el dominio BPA de DDB1 33,174.  

 La caracterización bioquímica y funcional de DDA1 detallada en este trabajo, ha permitido arrojar luz 
sobre el mecanismo de acción de los complejos CDD. Así, DDA1, formando parte de los complejos CDD que se 
asocian con E3 ligasas CRL4 en Arabidopsis, reconoce directamente proteínas para facilitar su ubiquitinación y 
degradación por el proteosoma. De este modo, el complejo CDD en Arabidopsis actúa como un módulo 
adaptador de sustrato. Por otro lado, algunos de sus componentes (como COP10) favorecen la actividad de 
enzimas E2 18,28,33,175, lo que convierte a este complejo en un tipo único de adaptador de sustrato.  

 

1. MODO DE ACTUACIÓN DE DDA1. 

 La actividad bioquímica de DDA1 ha sido motivo de discusión desde su identificación en mamíferos 
33,74,175. Una de las hipótesis sobre la función de Dda1 proponía un posible papel estructural dentro del complejo 
CDD/DDD-E2. Sin embargo, Dda1 no parece ser necesario para el mantenimiento de la integridad de estos 
complejos, ya que el complejo CDD se puede reconstituir in vitro en ausencia de Dda1 18. Otra posible función de 
DDA1 sería como activador de los complejos CRL4, estabilizando la asociación entre DDB1 y un grupo 
específico de DCAFs. De hecho, mediante ensayos de coinmunoprecipitación se ha demostrado que la proteína 
endógena de humanos (hDda1) coexiste con Ddb1, Cul4 y varias Dcafs (incluyendo Cop1, Ambra…) en el 
mismo complejo 174,175,178. Sin embargo, no existen evidencias experimentales que demuestren este papel 
estabilizador por parte de DDA1.  

 En este estudio, proponemos una función diferente para DDA1; como receptor de sustrato para 
ubiquitina ligasas tipo CRL4. Así, hemos identificado la primera diana conocida de DDA1, el receptor de ABA 
PYL8. A pesar de la redundancia funcional existente entre los receptores PYR/PYL/RCAR, PYL8 desempeña un 
papel fundamental en el control de la respuesta a ABA en raíces 148. Dado que DDA1 está regulando a PYL8, las 
plantas que sobrexpresan DDA1 (oeDDA1-GFP) presentan una sensibilidad reducida a la inhibición del 
crecimiento de la raíz mediada por ABA, como ocurre en el caso de los mutantes pyl8-1. Además la 
sobrexpresión de DDA1 o su pérdida parcial de función (líneas amiRNA-DDA1) también altera respuestas a ABA 
controladas por otros miembros de la familia PYR/PYL/RCAR, como es el caso de la germinación y el 
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establecimiento de la plántula 176, lo que sugiere un papel regulador de DDA1 sobre más miembros de esta 
familia. De acuerdo con ello, hemos encontrado interacción in vivo entre DDA1 y otros receptores, como los 
diméricos PYR1 y PYL2, y los monoméricos PYL4, PYL7, PYL9 y PYL10.  La asociación entre DDA1 y PYL5 no 
fue detectada en ensayos in vivo en hojas de N. benthamiana. Sin embargo, sí se detectó dicha interacción en 
experimentos de coinmunoprecipitación empleando complejos purificados a partir de cultivos celulares de 
Arabidopsis, sugiriendo que otros miembros del complejo CDD u otras proteínas asociadas pueden ser 
imprescindibles para que esta interacción ocurra. La importancia de otros miembros del complejo CDD para que 
DDA1 cumpla su papel regulador se pone también de manifiesto en el hecho de que líneas mutantes ddb1a, 
det1-1 o cop10-4 tengan alterada la respuesta a ABA. De acuerdo con este fenotipo, las plantas cop10-4 
acumulan más proteína PYL8 que las plantas silvestres, tal y como se espera en el caso de pérdida de función 
de DDA1. Sin embargo, excepto DDA1, ningún miembro del complejo CDD es capaz de interaccionar 
directamente con PYL8 bajo nuestras condiciones experimentales, lo que indica el papel fundamental de DDA1 
en el reconocimiento de los receptores de ABA. Estos resultados son consistentes con un modelo en el cual el 
complejo CDD como un conjunto actúa como módulo adaptador de sustrato, mientras que DDA1 se encarga del 
reconocimiento específico de las dianas (figura 38).  

 

 

 

 El papel de los complejos E3 en la modulación de las respuestas hormonales ha sido ampliamente 
estudiado, sin embargo los conocimientos que se tienen sobre la regulación que estos complejos ejercen sobre 
los mecanismos de percepción y señalización del  ABA son limitados. De hecho, la mayoría de las dianas del 
sistema ubiquitina proteosoma relacionadas con ABA identificadas hasta la fecha corresponden a factores de 
transcripción que, actúan aguas abajo en la ruta de señalización, regulando la expresión de genes de respuesta 
a esta hormona. Este es el caso del factor de transcripción tipo B3 ABI3 (reconocido por ABI3-INTERACTING 

Figura 38: El complejo CDD reconoce y facilita 
la poliubiquitinación y degradación del receptor 
de ABA PYL8.  
DDA1, como parte del módulo adaptador de 
sustrato CDD (COP10-DET1-DDB1-DDA1) 
permite el reconocimiento de los receptores de 
ABA tipo PYL8, facilitando su poliubiquitinación 
y degradación por el proteosoma 26S.  
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PROTEIN2 179), de HD-ZIP ATHB6 (regulado por CUL3MATH-BTB 65), de ABI4 125, ABF2 (reconocido por ARIA 68), 
ABF3 180 y ABI5. Los niveles de este último están regulados por dos E3 ligasas distintas: KEEP ON GOING y 
CRL4DWA1/DWA2 70,181,182. Estas últimas contienen a las proteínas tipo DCAF DWA1 y 2. Nuestros resultados 
revelan un nuevo papel regulador de los complejos CRL4, que gracias a DDA1, actúan en los estadios iniciales 
de la ruta de señalización mediada por ABA, controlando la función de los receptores de esta hormona.  

 Las proteínas DDB1 y CUL4 en Arabidopsis presentan localización nuclear, al igual que ocurre en 
células de mamíferos. Sin embargo, DDB1 también posee localización citoplasmática 18,20. De manera similar, 
durante el estudio de la distribución subcelular de DDA1 en Arabidopsis se observó localización tanto nuclear 
como citoplasmática. Dicha localización es distinta a la observada para el homólogo de DDA1 en mamíferos, que 
aparece como exclusivamente nuclear 175. Futuros estudios indicarán si DDA1, posiblemente asociada a DDB1, 
desempeña papeles distintos dependiendo del compartimento celular en que se localiza. Los receptores de ABA 
PYR/PYL/RCAR son también proteínas con localización nuclear y citoplasmática. Actúan inhibiendo la actividad 
de las fosfatasas PP2C tras la unión con una molécula de ABA. Se sabe que la inhibición de algunas fosfatasas 
como FsPP2C1 por parte de PYL5, PYL7 y PYL8 ocurre en el núcleo, con lo cual la localización nuclear de los 
receptores es fundamental para desencadenar la respuesta de la planta al ABA 183, y es aquí donde DDA1 
desempeña su función de reconocimiento de los receptores PYR/PYL/RCAR para facilitar su degradación. Se ha 
descrito que existe una regulación a nivel de la expresión génica de los receptores PYR/PYL/RCAR. Por 
ejemplo, la expresión génica de PYL8 se inhibe en respuesta a sal, estrés osmótico y ABA, mientras que la 
expresión de PYL7 incrementa en respuesta a estos tratamientos 183. Sin embargo, al inicio de este estudio, no 
se había descrito ninguna regulación de estos receptores a nivel postraduccional. En este trabajo se ha descrito 
que PYL8 se poliubiquitina y degrada a través del proteosoma 26S. Además, hemos determinado cual es el 
complejo responsable de dicha degradación: CRL4-CDD, que además es capaz de interaccionar con otros 
receptores (al menos 7 más) a través de la subunidad DDA1, lo que apunta a un posible papel regulador sobre 
otros receptores de esta familia. En un estudio reciente se ha observado como otros receptores (PYR1 y PYL4) 
son también regulados postraduccionalmente por otra E3 ubiquitina ligasa: la proteína con dominios 
transmembrana y RING RSL1, que se localiza en la membrana plasmática, desde donde promueve la 
ubiquitinación de estos dos receptores que serían invaginados y degradados en la vacuola a través de la ruta de 
tráfico endosomal 184.  Estos resultados indican que los receptores de ABA están sujetos a una regulación 
precisa, a nivel transcripcional y postraduccional, donde están implicados distintas actividades E3 ligasa.  

 

2. CONTROL POR ABA DE LA ACTIVIDAD DE DDA1. 

 Es importante señalar el papel antagónico que desempeñan DDA1 y el ABA en la regulación de la 
estabilidad del receptor PYL8. Así, el ABA promueve la estabilización del receptor, mientras que DDA1 induce su 
degradación. Dado que la señalización por ABA se desencadena a través de su unión directa a los receptores 
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PYR/PYL/RCAR, la protección mediada por ABA de estos receptores ha de servir para asegurar y reforzar la 
percepción de dicha hormona, particularmente durante los estadios iniciales de la señalización. Sin embargo, 
durante estadios más avanzados, la sensibilidad a ABA debe verse atenuada, para evitar los efectos negativos 
de una respuesta continua a la hormona (reducción del crecimiento, cierre estomático…). De hecho, se ha 
demostrado que la expresión génica de PYL8 se reduce a las 3 horas de la aplicación exógena de ABA 183. De 
acuerdo con esta idea, hemos comprobado cómo los niveles de mRNA de 3HA-PYL8 se ven reducidos en 
semilla tras 24 horas de tratamiento con ABA (ver figura 27C). También concluimos que la degradación de los 
receptores de ABA mediada por DDA1 contribuye a esta desensibilización de la respuesta cuando las 
condiciones de estrés remiten y los niveles endógenos de ABA disminuyen en la célula, ya que, como se 
observa en las figuras 26A y 26B, la degradación de PYL8 ocurre fundamentalmente en ausencia de la hormona. 
Este mecanismo regulador de la respuesta al ABA dependiente de DDA1 también opera durante la germinación, 
haciéndose patente en la mayor acumulación de la proteína PYL8 en semillas tratadas con la hormona. Tras la 
imbibición de las semillas los niveles de ABA disminuyen para permitir la germinación 120. En este punto y según 
nuestro modelo, DDA1 estaría activo, como parte de los complejos CRL4-CDD, y facilitaría la degradación rápida 
de los receptores de ABA. De hecho, los niveles de expresión del gen DDA1 se incrementan notablemente 
durante el desarrollo del embrión y maduración de la semilla (figura 19), quizá para alcanzar niveles elevados de 
proteína disponible antes de la imbibición. Cabe destacar que la expresión de DDA1 también es mayor en otros 
órganos y tejidos con elevado grado de división celular, como inflorescencias, polen y óvulos (figura 19), lo que 
apunta a su posible papel durante el desarrollo de los gametos y del embrión. De acuerdo con esta posible 
función, en la búsqueda de interactores de DDA1 mediante ensayos de doble híbrido en levaduras, identificamos 
proteínas implicadas en el control de la progresión del ciclo celular (datos no mostrados). La relación entre DDA1 
y estos procesos será objeto de futuras investigaciones. 

 En este estudio, además, se arroja luz sobre el mecanismo por el cual el ABA protege a PYL8 de la 
degradación. Así, observamos que dicho mecanismo no implica la disrupción de la interacción entre PYL8 y 
DDA1, pero conlleva una reducción en los niveles de poliubiquitinación del receptor y, por tanto, de su 
degradación.  

 Se ha descrito como otras hormonas vegetales se unen directamente o indirectamente a complejos E3 
ligasas, activando el reconocimiento de reguladores negativos de la señalización hormonal e iniciando así la 
cascada de señalización. Por ejemplo, en la ruta de señalización por auxinas, TIR1 y ASK1, como parte del el 
complejo receptor SCFTIR1 E3 ligasa, sufren un cambio conformacional al unirse la hormona, lo que estimula la 
interacción con proteínas Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA), para su posterior ubiquitinación y 
degradación 34-36. En la ruta de señalización del ácido jasmónico, COI1 une específicamente JA-Ile, y esta unión 
incrementa la degradación de los represores transcripcionales JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) 40,41. En el caso 
de la señalización inducida por giberelinas, éstas se pueden unir directamente a GID1, induciendo la formación 
de un complejo con las F-box SLEEPY1 (SLY1) y SLEEPY2/SNEEZY (SLY2/SNE), lo que determina la 
ubiquitinación de los represores DELLA mediada por el complejo SCFSLY 54. En todos estos casos, la percepción 
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de la hormona provoca la activación de los complejos E3 ligasa, promoviendo la degradación de represores 
hormonales. En la ruta de señalización por etileno, sin embargo, la situación es la opuesta: en ausencia de 
etileno, las F-box EBF1 y EBF2 controlan la ubiquitinación y degradación del regulador central de la ruta EIN3, 
inhibiendo la respuesta a etileno. La unión de una molécula de etileno al receptor de etileno inactiva los 
complejos SCFEBF1/EBF2, lo que provoca la consecuente estabilización de EIN3 que deriva en la inducción de la 
respuesta a etileno a nivel transcripcional 45,46,50. A día de hoy se desconoce como ocurre esta inactivación de los 
complejos SCFEBF1/EBF2, aunque se sabe que los niveles del tránscrito están negativamente regulados en 
respuesta a la hormona 185, y que EIN3 es susceptible de fosforilación, lo que provocaría la estabilización de la 
proteína 51. En el caso de la señalización desencadenada por la hormona ABA, los receptores no son complejos 
E3 ligasas, y aunque se unen directamente a la hormona y están sujetos a cambios conformacionales, la 
transmisión de la señal no depende de la degradación dependiente del proteosoma, como se ha descrito en los 
casos anteriores. Sin embargo, existe una regulación de la estabilidad del receptor PYL8 a nivel postraduccional 
que depende de DDA1 y que se activa en ausencia de ABA, lo que indica que, como en el caso de la 
señalización por etileno, la presencia de la molécula señal inactiva la actividad E3 ligasa del complejo.  

 

2.1. EL ABA MODULA EL ENSAMBLAJE DE LOS COMPLEJOS CRL4-CDD 

 En este trabajo hemos caracterizado el mecanismo por el cual el ABA ejerce su efecto protector sobre 
el receptor PYL8. Así, mediante ensayos de coinmunoprecipitación, observamos que la capacidad de asociación 
entre los componentes del complejo CDD (incluyendo DDA1) y CUL4 se ve reducida en presencia de la 
hormona. Mediante ensayos de filtración en gel mediante columnas de FPLC, también pudimos determinar la 
existencia de cambios generales en la composición de los complejos que contienen a DDA1 y CUL4 tras el 
tratamiento con ABA. Por lo tanto, el complejo CRL4-CDD se desestabiliza tras el tratamiento con ABA, lo que 
impediría la poliubiquitinación y consecuente degradación de los receptores de ABA.  

 En un estudio realizado por Olma et al. (2009) 175 en el que tratan de identificar nuevos interactores del 
complejo CSN en mamíferos, se identificó a la proteína Dda1 asociada a estos complejos, y se determinó que 
Dda1 puede actuar como regulador positivo de algunos complejos CRL4. El complejo CSN (o signalosoma 
COP9), altamente conservado en eucariotas, está formado por 8 subunidades (CSN1-8). Entre ellas, CSN5 se 
encarga de escindir la molécula NEDD8/RUB de las culinas, en un proceso conocido como denedilación 104. Los 
complejos CRL sufren un ciclo de activación/inactivación transitoria que depende del ensamblaje/desensamblaje 
de las culinas-Rbx1 (subcomplejo central) con los diferentes módulos adaptadores de sustrato (el adaptador más 
los receptores de sustrato). Este ciclo está regulado por los procesos de nedilación/denedilación de las culinas. 
La nedilación activa los módulos CRL, mientras que la denedilación produce el desensamblaje de los complejos 
CRL, favoreciendo la asociación del subcomplejo  culina-Rbx1 con CAND1. Como ya se ha indicado 
anteriormente, el complejo CSN actúa principalmente denedilando las culinas, desempeñando un papel crucial 
en el mantenimiento de estos ciclos 186.   
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 Este proceso es muy dinámico, y hace que el subcomplejo culina-Rbx1 esté disponible para diferentes 
módulos adaptadores. Así, este ciclo promueve la disociación de combinaciones E3 ligasas que ya han 
desarrollado su actividad, para permitir la formación de nuevos complejos con otros adaptadores de sustrato, con 
el fin de adaptar a la célula a necesidades cambiantes 187. La denedilación dependiente de CSN también puede 
servir como mecanismo para impedir la auto-degradación de la maquinaria de ubiquitinación celular, ya que los 
complejos CRLs nedilados son altamente activos, y pueden autoubiquitinar a sus propios componentes 188.  

 A pesar de que recientemente se han caracterizado los mecanismos que permiten los ciclos de 
activación/inactivación de los complejos CRL en base a su estado de nedilación, todavía se desconoce cómo se 
coordina el ensamblaje/desensamblaje de estos complejos. Algunos trabajos apuntan a que la abundancia de los 
adaptadores de sustrato y su unión a las dianas promueven el ensamblaje del módulo adaptador-diana con el 
subcomplejo culina-Rbx1 correspondiente, y la activación de este último por nedilación. Este es el caso que se 
ha descrito para algunas proteínas F-box. Por ejemplo, la disponibilidad de la F-box Skp2 y su unión al sustrato 
p27, facilita el ensamblaje de la ubiquitina ligasa SCFSkp2 y su activación mediante la nedilación de CUL1 116. 
Además de la disponibilidad de sustrato, parece que, en otros casos, existen “señales” que promueven la 
activación vía nedilación de complejos CRL inactivos. En base a nuestros resultados, proponemos que el ABA 
podría actuar como “señal” para la inactivación de los complejos que degradan a los receptores de ABA, 
aumentando la actividad denedilasa de los complejos CSN sobre CRL4-CDD y facilitando el desensamblaje de 
los mismos. Un caso similar al nuestro ha sido estudiado por Fischer et al. (2011) 85 para complejos CRL4: el 
complejo CSN inhibe la actividad de CRL4DDB2 solo en ausencia del daño en el DNA inducido por luz ultravioleta, 
y como resultado, CRL4DDB2 es activo cuando DDB2 está unido a DNA dañado, pero inactivo en ausencia de 
daño en el DNA.  

 Los complejos CSN no solo regulan la actividad de los complejos CRL vía denedilación. En un estudio 
realizado en células animales, se observó que la unión de los complejos CSN a las culinas bloquea sitios de 
unión de los módulos adaptadores de sustrato, produciendo una inhibición de la actividad de los complejos CRL 
por bloqueo físico y no por denedilación 105. Este mecanismo independiente de la actividad enzimática de CSN 
se ha descrito también para complejos CRL4 85. Sin embargo este no parece ser el caso en la regulación de los 
complejos CRL4-CDD. Así, mediante experimentos de coinmunoprecipitación en presencia del inhibidor de la 
nedilación MLN4924 102 observamos que DDA1 se asocia principalmente a complejos CRL4 en los cuales CUL4 
está mayoritariamente nedilada (figura 34B). 

 Se ha descrito que, de las 8 subunidades que conforman el complejo CSN, la subunidad CSN5 podría 
actuar de manera independiente al resto del complejo, participando en importantes procesos biológicos, tales 
como la salida del núcleo de los reguladores celulares  p27 o p53 en mamíferos, para su posterior degradación 
189. Sin embargo, los complejos que contienen a DDA1 en Arabidopsis, no solo se asocian con la subunidad 
CSN5, sino también con otras subunidades como CSN3 (tal y como se ha visto en experimentos de 
coinmunoprecipitación) y CSN1 (que aparece en los experimentos TAP). También se ha visto que DDA1 
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interacciona directamente con otras subunidades como CSN3 y CSN8, en experimentos de doble híbrido en 
levaduras (datos no mostrados).  

 El hecho de que DDA1 interaccione con subunidades del CSN y que este regule a los complejos CRL4, 
nos llevó a analizar si el ABA es capaz de alterar dicha interacción potencialmente reguladora. Mediante ensayos 
de inmunoprecipitación tipo TAP pudimos detectar como la asociación entre DDA1 y la subunidad CSN5 
incrementa levemente (pero de manera significativa) tras el tratamiento con ABA (figura 33C). Estos datos 
sugieren que el ABA facilita de alguna manera la interacción entre ambos complejos, para incrementar la 
actividad de CSN sobre CRL4-CDD, aunque no podemos descartar que el ABA favorezca la asociación de 
CAND1 con CUL4, desplazando así al complejo CDD y a CSN (figura 39).  

 

 

Figura 39: Modelo propuesto de acción del ABA en la regulación de los complejos CRL4-CDD por NEDD8/RUB y CAND1.  

 

 La actividad de CRL4-CDD estaría regulada por un complejo ciclo que implica modificaciones 
covalentes y uniones no covalentes. Los complejos CRL4 alcanzan su máxima actividad cuando la subunidad 
culina está conjugada con NEDD8/RUB, ya que está disponible para la unión con el módulo CDD, que a través 
de DDA1 reconoce a PYL8, facilitando su poliubiquitinación y degradación. El complejo CSN puede unirse a la 
culina, escindiendo NEDD8/RUB gracias a la actividad denedilasa de su subunidad CSN5. La CUL4 denedilada 
es susceptible de unirse con CAND1, que ocupa tanto el sitio de nedilación de la culina como el sitio unión de los 
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adaptadores de sustrato, compitiendo por la unión con el complejo CDD, cuya actividad se verá reducida. Una 
vez que la culina vuelve a nedilarse, podrá unirse un nuevo módulo adaptador de sustrato. En este trabajo se ha 
propuesto que el ABA estaría promoviendo la inactivación de los complejos CRL4-CDD: incrementando la 
actividad de los complejos CSN, haciéndolos más accesibles a la unión con la CUL4  o aumentando la afinidad 
por la proteína CAND1.  

 En este punto, es necesario destacar que el mecanismo regulador del ensamblaje de complejos CRL4 
dependiente de ABA descrito en este estudio solo afectaría a su asociación con los complejos CDD, y no a la 
unión con otros módulos adaptadores de sustrato; i.e COP1, cuya regulación concreta dependerá de otros 
factores del desarrollo o ambientales (luz, fotoperiodo, etc,…) no relacionados con la presencia de la hormona.  

 

3. CONTROL POR GIBERELINAS DE LA ACTIVIDAD DE COMPLEJOS 
CRL4-CDD. 

 Según el modelo propuesto (figura 40), existe un reconocimiento de los receptores de ABA mediado por 
DDA1 que contribuye al control de los niveles de receptor, y por tanto de la transmisión de la señal hormonal. Sin 
embargo, cuando los niveles de ABA son elevados, se produce el desensamblaje del complejo CRL4-CDD 
(inactivo) aunque la interacción entre DDA1 y el receptor de ABA se siga produciendo. Es cuando los niveles de 
ABA disminuyen, cuando se promueve el ensamblaje del complejo CRL4-CDD, y consecuentemente la 
degradación de los receptores. Esto proceso contribuye a la desensibilización de la respuesta cuando las 
condiciones de estrés remiten y los niveles endógenos de ABA disminuyen en la célula. Se sabe que tras la 
imbibición de las semillas los niveles de ABA disminuyen para permitir la germinación 120, en este punto DDA1 
facilitaría la degradación rápida de los receptores de ABA. También se sabe que durante esta etapa, se 
sintetizan GAs que promueven la emergencia radicular, indicando que los niveles de GAs y el control del balance 
hormonal son determinantes para la germinación de las semillas 195. Existe una interacción entre ambas rutas, 
que implica una regulación génica precisa, para modular el desarrollo del embrión, el crecimiento de la plántula y 
la respuesta a señales medioambientales. Así, por ejemplo, los mutantes defectivos en la síntesis de ABA aba2-

2 sintetizan más giberelinas y germinan mejor 196. Por otra parte, PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR3-
LIKE5 (PIL5) afecta a la germinación de las semillas incrementando la expresión de las DELLA y regulando el 
metabolismo de ABA y GAs 197.  La proteína MFT (MOTHER OF FT AND TFL1) promueve la germinación de las 
semillas a través de una regulación negativa de la respuesta a ABA inducida por GAs 198.  

 En este trabajo se ha encontrado una prueba más del papel antagónico de estas dos hormonas en el 
control de la germinación y del crecimiento y desarrollo de la planta en respuesta a señales ambientales. Lo 
novedoso de este hallazgo es que la regulación en este caso no sucede a nivel transcripcional, sino a nivel 
postraduccional, implicando un control del ensamblaje de complejos proteicos E3 ligasa. Así, hemos observado 
que, de modo contrario al ABA que promueve el desensamblaje del complejo CRL4-CDD y por tanto su 
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inactivación, las GAs estabilizan dicho complejo, incrementando la poliubiquitinación y consecuente degradación 
del receptor PYL8. Este mecanismo estaría relacionado también con una regulación de la actividad de los 
complejos CSN a través de la reducción de la interacción DDA1-CSN5.  

 

Figura 40: Modelo para el papel de DDA1 en la desensibilización de la respuesta a ABA. 
DDA1, como parte del complejo CDD, es capaz de reconocer al receptor de ABA PYL8. Cuando los niveles endógenos de 
ABA son altos, el complejo CSN permite la denedilación de CUL4, promoviendo la asociación con CAND1, y el 
desplazamiento del complejo CDD, inhibiendo por tanto su actividad (panel izquierdo). Cuando los niveles de ABA 
disminuyen en la célula (lo cual va asociado en semillas a un incremento en los niveles de GA3), CUL4 aparece 
principalmente nedilada (activa), permitiendo la formación del complejo CRL4-CDD, promoviendo así la rápida ubiquitinación 
y degradación del receptor de ABA PYL8. Las PP2Cs, tras la degradación de los PYL/PYL/RCAR, quedarán libres y 
actuarán bloqueando las respuestas al ABA (panel derecho).  
 

 El mecanismo de desensamblaje mediado por CSN y controlado por ABA y GA propuesto en este 
estudio podría estar relacionado con procesos que afectan a la conformación del complejo. Así, es posible que 
tanto cambios conformacionales en los receptores PYR/PYL/RCAR unidos a ABA 199,200 como la formación de 
complejos PP2C-ABA-PYL-CDD provoquen el desplazamiento del subcomplejo CUL4-RBX1, haciéndolo más 
accesible a CSN para la denedilación de CUL4 y, de este modo promoviendo el desensamblaje de CRL4-CDD. 
Otra posibilidad implicaría cambios en el nivel de fosforilación/defosforilación de DDA1 o de alguno de los 
componentes del módulo CDD. Así, se ha visto que en células animales, DDA1 se fosforila in vivo. Sin embargo, 
las dos formas (fosforilada y defosforilada) son capaces de asociarse con complejos CRL4DCAF 175. En 
Arabidopsis no se ha detectado ninguna isoforma fosforilada/defosforilada de DDA1. Sin embargo es posible 
determinar varios sitios susceptibles de fosforilación en la secuencia de AtDDA1, utilizando la herramienta de 
predicción de sitios de fosforilación NetPhos 2.0. Así, en Arabidopsis, la fosforilación de DDA1 o de otro miembro 
del complejo CDD, podría afectar al ensamblaje global del complejo. Futuros estudios bioquímicos y moleculares 
nos ayudarán a caracterizar y entender con mayor detalle las bases moleculares de la regulación de la actividad 
de complejos CRL4-CDD mediada por ABA y GA.  
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CONCLUSIONES 

 El estudio a nivel bioquímico y molecular de los complejos CDD, la búsqueda de interactores de estos 
complejos y la caracterización funcional de la proteína DDA1, nos han permitido obtener las siguientes 
conclusiones:  

1. DDA1 de Arabidopsis forma parte de los complejos que contienen a DET1, COP10 y DDB1 (complejos CDD). 
DDA1 interacciona directamente con el dominio BPA de DDB1, pero no con el resto de proteínas del complejo 
CDD. DDA1 es capaz de asociarse con CUL4, otras proteínas tipo DCAF y proteínas del complejo CSN.  

2. DDA1 es una proteína altamente conservada en plantas vasculares. 

3. DDA1 de Arabidopsis se expresa en tejidos y órganos reproductivos con elevado grado de división celular, 
siendo esta expresión mayor en semillas y durante el desarrollo del embrión. DDA1 de Arabidopsis posee 
localización nuclear y citoplasmática. 

4. DDA1 interacciona directamente con numerosos miembros de la familia de receptores de ABA PYR/PYL/RCAR.  

5. DDA1, como parte del complejo CDD, facilita la poliubiquitinación y degradación via proteosoma del receptor de 
ABA PYL8, tanto en plántulas como en semillas, actuando así como un regulador negativo de la señalización por 
ABA. 

6. El ABA limita la poliubiquitinación de PYL8, pero no impide la interacción entre PYL8 y DDA1.  

7. El ABA provoca el desensamblaje de los complejos CRL4-CDD. 

8. DDA1 se asocia al complejo CSN, y dicha asociación es modulada por la presencia de ABA y giberelinas.  

9. Las giberelinas favorecen el ensamblaje de los complejos CRL4-CDD, y la poliubiquitinación de PYL8.  
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Targeted Degradation of Abscisic Acid Receptors
Is Mediated by the Ubiquitin Ligase Substrate
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CULLIN4-RING E3 ubiquitin ligases (CRL4s) regulate key developmental and stress responses in eukaryotes. Studies in both
animals and plants have led to the identification of many CRL4 targets as well as specific regulatory mechanisms that modulate
their function. The latter involve COP10-DET1-DDB1 (CDD)–related complexes, which have been proposed to facilitate target
recognition by CRL4, although the molecular basis for this activity remains largely unknown. Here, we provide evidence that
Arabidopsis thaliana DET1-, DDB1-ASSOCIATED1 (DDA1), as part of the CDD complex, provides substrate specificity for CRL4
by interacting with ubiquitination targets. Thus, we show that DDA1 binds to the abscisic acid (ABA) receptor PYL8, as well as
PYL4 and PYL9, in vivo and facilitates its proteasomal degradation. Accordingly, we found that DDA1 negatively regulates ABA-
mediated developmental responses, including inhibition of seed germination, seedling establishment, and root growth. All other
CDD components displayed a similar regulatory function, although they did not directly interact with PYL8. Interestingly, DDA1-
mediated destabilization of PYL8 is counteracted by ABA, which protects PYL8 by limiting its polyubiquitination. Altogether, our
data establish a function for DDA1 as a substrate receptor for CRL4-CDD complexes and uncover a mechanism for the
desensitization of ABA signaling based on the regulation of ABA receptor stability.


INTRODUCTION


The regulation of protein function by posttranslational modification
with ubiquitin (Ub) plays a fundamental role in many biological
processes in eukaryotes. Ub conjugation to proteins (i.e., ubiquiti-
nation) may trigger proteasomal degradation of protein targets or
changes in their properties (e.g., protein activity, localization, as-
sembly, and interaction ability), depending on specific Ub chain
configurations (Hershko and Ciechanover, 1998; Ikeda and Dikic,
2008; Deshaies and Joazeiro, 2009). Ubiquitination is mediated by
an enzymatic cascade in which E3 Ub ligases (E3) provide the
substrate specificity, with CULLIN RING ligases (CRLs) being the


largest class of E3s. CRLs represent a family of modular complexes,
consisting of at least seven different CULLIN scaffold proteins, each
of them serving as a building block for the assembly of dozens or
more multiple-subunit CRLs (Deshaies and Joazeiro, 2009). Among
this class, CRL4 regulates key aspects of cell biology in eukaryotes,
including cell cycle progression and DNA damage repair and rep-
lication (Jackson and Xiong, 2009; Biedermann and Hellmann,
2011). In plants, CRL4 functional significance can be realized by the
number and relevance of the processes they regulate, which span
the plant’s whole life, including embryogenesis, seedling photo-
morphogenesis, circadian clock function, and flowering (Yu et al.,
2008; Biedermann and Hellmann, 2011). As well, CRL4s regulate
different abiotic stress responses, such as drought tolerance, nu-
trient deprivation, and DNA damage responses (Guo et al., 2013).
Thus, several CRL4 protein targets have been identified in plants,
including positive regulators of light signaling, flowering, metabolic
homeostasis, DNA damage repair, and responses to the stress
hormone abscisic acid (ABA) (reviewed in Biedermann and
Hellmann, 2011; Guo et al., 2013). ABA has a central role in the
regulation of seed germination and responses to abiotic stresses,
such as drought, high salinity, and low temperatures (Chinnusamy
et al., 2008; Hirayama and Shinozaki, 2010; Hauser et al., 2011).
ABA signaling is mediated by the pyrabactin resistance/pyrabactin
resistance–like/regulatory components of ABA receptor (PYR/
PYL/RCAR) family of ABA receptors, which allows direct
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ABA-dependent inhibition of clade A phosphatases type 2C
(PP2Cs), such as ABA INSENSITIVE1 (ABI1), HYPERSENSITIVE
TO ABA1 (HAB1) and HAB2, and PP2CA, which are key neg-
ative regulators of the pathway (Saez et al., 2006; Rubio et al.,
2009). Inhibition of PP2Cs leads to the activation of SUCROSE
NONFERMENTING1–related subfamily 2 kinases that, in turn,
regulate the transcriptional response to ABA by phosphorylating
specific protein targets, including transcription factors of the ABA-
responsive element binding/ABRE binding factor (ABF) family
(Cutler et al., 2010; Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2013).


CRL4 uses CULLIN4 (CUL4) as a scaffold protein for the rest of
the complex, RING finger protein RBX1 for Ub conjugase (E2)
recruitment, and DAMAGED-SPECIFIC DNA BINDING PROTEIN1
(DDB1) for interaction with substrate receptors, namely DCAFs
(for DDB1- and CUL4-associated factors) that usually contain
WDxR motifs and recognize specific targets for ubiquitination. In
Arabidopsis thaliana, there are two genes encoding DDB1 pro-
teins, DDB1A and DDB1B. Although their products are 91%
identical, they have partially distinct functions and may interact
with different DCAF subsets to mediate the ubiquitination of
specific protein substrates in each case (Schroeder et al., 2002).
In addition to being a constituent of CRL4, DDB1 proteins also
interact with CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC10 (COP10)
and DEETIOLATED1 (DET1) to form a stable complex termed
CDD in plants (Schroeder et al., 2002; Yanagawa et al., 2004),
which cooperates with CRL4 in response to developmental and
stress signals, for example to promote the degradation of the
transcription factor LONG HYPOCOTYL5 and the DCAF protein
DAMAGED-SPECIFIC DNA BINDING PROTEIN2 (DDB2) under
dark conditions and upon DNA damage, respectively (Osterlund
et al., 2000; Castells et al., 2010). The CDD complex was originally
isolated from floral meristems of cauliflower (Brassica oleracea,
a species related to Arabidopsis) using a biochemical purification
procedure (Yanagawa et al., 2004). In this complex, DDB1 acts as
the core adaptor and allows CDD–CRL4 interaction (Chen et al.,
2006; Bernhardt et al., 2010). COP10 is an E2 Ub conjugase
variant that lacks the catalytic Cys required for Ub binding prior to
target ubiquitination (Suzuki et al., 2002). Therefore, COP10 has
no E2 activity; instead, it can enhance the activity of other ca-
nonical E2s (Yanagawa et al., 2004; Lau and Deng, 2009). Finally,
DET1 is a multifunctional protein with no recognizable domains
that enables targeted degradation of specific regulatory proteins,
likely by recruiting additional DCAF proteins (Lau and Deng,
2012). Interestingly, the CDD complex is conserved in humans,
where it has been termed DDD-E2, since it contains, in addition to
DDB1 and DET1, a canonical E2 Ub conjugase (highly homolo-
gous to the E2 Ub conjugase variant COP10) and a small protein
with no obvious motifs called DET1-, DDB1-ASSOCIATED1
(DDA1) (Pick et al., 2007). DDA1 is conserved in higher eukar-
yotes, including the model plant Arabidopsis. Functional charac-
terization of human DDA1 (hDDA1) showed that it likely acts as
a positive regulator of CRL4s, although the molecular basis of this
activity is unknown (Olma et al., 2009).


Despite the biological relevance of CDD/DDD-E2 complexes,
the molecular mechanisms by which they facilitate CRL4 function
remain unclear. In this study, we shed light on this issue by
characterizing Arabidopsis DDA1, which we show associates with
both the CDD complex and CUL4 and is able to interact with


specific protein targets. In this regard, we found that DDA1
physically binds to members of the PYR/PYL/RCAR family of ABA
receptors, including PYL4, PYL8, and PYL9. Moreover, we found
that DDA1 promotes proteasomal degradation of PYL8. There-
fore, DDA1, together with the other CDD components, acts as
a negative regulator of ABA signaling. Interestingly, ABA treat-
ment attenuates DDA1’s effect on PYL8 degradation, suggesting
that ABA not only activates PYL8 but also inhibits its degradation,
leading to increased ABA signaling. We conclude that DDA1
mediates the recognition of specific targets of CRL4 as part of
a substrate adaptor module that includes the CDD complex.
Moreover, we unveil a regulatory mechanism to modulate ABA
responses based on the regulation of ABA receptor stability.


RESULTS


DDA1 Is Present in Vascular Plants


Arabidopsis DDA1 was originally identified as an ortholog of hDDA1
(Pick et al., 2007). To investigate whether DDA1 is conserved across
plant families, we searched for DDA1-related sequences in plant
genomic databases (see Methods). We successfully retrieved DDA1
homologs from 49 different plant species and subspecies
(Supplemental Figure 1). On average, 66% amino acid sequence
identity was found between DDA1 homolog pairs. Phylogenetic
analyses showed that DDA1 is conserved in vascular plants, in-
cluding the pteridophyte Selaginella moellendorffii, and could not be
found in algae or in the moss Physcomitrella patens (Supplemental
Figure 2). In the case of angiosperms, DDA1 was present in both
monocots and dicots. In plant diploid species, including Arabi-
dopsis, DDA1 was found as a single-copy gene, although in some
cases (e.g., maize [Zea mays], soybean [Glycine max], and cotton
[Gossypium hirsutum]), we found two DDA1 gene copies.


DDA1 Is a Component of the CDD Complex in Arabidopsis


hDDA1 was found to be part of DDD-E2 complexes in human
cells. However, evidence for DDA1 association to the CDD
complex, the counterpart of DDD-E2 complexes in plants, was
missing. To determine whether DDA1 copurifies with the CDD
complex, we subjected the original gel filtration fractions, corre-
sponding to the last step of CDD purification (Yanagawa et al.,
2004), to SDS-PAGE followed by silver staining or immunoblotting
using a specific antibody raised against recombinant His-tagged
DDA1 (Figure 1A). No additional bands beyond those previously
reported were detected by silver staining of the SDS-PAGE gel.
However, DDA1 could be immunodetected in fractions corre-
sponding to the CDD as three protein bands that had a lower
molecular mass (10 kD) than expected for the 16-kD DDA1 pro-
tein, indicating that, although apparently partly degraded, DDA1 is
present in purified CDD samples (Supplemental Figure 3).
To further confirm that DDA1 binds to the CDD complex, we


isolated DDA1-associated proteins using tandem affinity purifica-
tion (TAP) techniques. For this, C-terminal TAP-tagged DDA1 was
expressed and purified from two Arabidopsis cell cultures. The
identities of proteins that copurified with DDA1-TAP were de-
termined using mass spectrometry analysis (Supplemental Table 1).
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Together with DDA1, TAP-purified samples contained all CDD
complex components (Figures 1B and 1C). In this regard, DDA1
was incorporated into CDD complexes that contained either
DDB1a or DDB1b, as both proteins copurified with DDA1-TAP.
Next, we characterized DDA1 interaction with CDD complex
components using yeast two-hybrid assays. In agreement with
previous studies in mammalian systems (Jin et al., 2006; Pick et al.,
2007; Olma et al., 2009), we found that DDA1 strongly binds
to DDB1 proteins and that this interaction occurs through the
b-propeller domain A (BPA) in DDB1 (Figure 2). The association of
DDA1 into CDD complexes was likely mediated by the physical
interaction of DDA1 and DDB1, since we did not observe direct
binding of DDA1 to either DET1 or COP10. Upon DDA1-TAP
purification, a DCAF protein (encoded by the At5g12920 locus) (Lee
et al., 2008) was also copurified (Figures 1B and 1C). This DCAF
protein interacted with DDB1a in yeast two-hybrid assays but not
with DDA1, indicating that the DDA1-DCAF association is indirect
and likely mediated by DDB1 proteins (Figure 2B).


DDA1 Associates in Vivo with CUL4


hDDA1, likely as part of DDD-E2 complexes, has been found to
associate with CRL4 in mammalian cells (Olma et al., 2009). In
order to test whether this is the case for Arabidopsis DDA1, we
first generated Arabidopsis transgenic plants expressing the
cDNA of DDA1 fused to green fluorescent protein (GFP) under the


control of the cauliflower mosaic virus 35S promoter (oeDDA1-
GFP). DDA1-GFP expression levels were analyzed in oeDDA1-
GFP transgenic lines by quantitative RT-PCR (qRT-PCR) (Figure
3A). Independent lines tested displayed high levels of DDA1-GFP
expression, ranging from 100- to 1000-fold the endogenous
DDA1 transcript level in wild-type plants. To test whether the
resulting DDA1-GFP fusion is able to associate with the CDD
complex, we crossed oeDDA1-GFP plants (line 3; Figure 3A)
with a previously described 3xFLAG epitope–tagged COP10-
expressing line (FLAG-COP10; Yanagawa et al., 2004) and con-
ducted immunoprecipitation assays. As shown in Figure 3B,
FLAG-COP10 coimmunoprecipitated with DDA1-GFP. Since
DDA1 and COP10 do not directly interact, according to our yeast
two-hybrid assays (Figure 2B), we concluded that DDA1-GFP and
FLAG-COP10 were incorporated in the same CDD complexes.
Moreover, CUL4 protein was detected in DDA1-GFP immuno-
precipitates using specific anti-CUL4 antibodies (Figure 3C).
Taken together, these results indicate that DDA1, likely as part of
the CDD, interacts with CUL4-containing (i.e., CRL4) complexes.


DDA1 Physically Interacts with PYR/PYL/RCAR
ABA Receptors


The molecular basis of DDA1 activity is unclear. To get insights into
its mechanism of action, we searched for proteins that interact with
DDA1. With this aim, we conducted a yeast two-hybrid screen


Figure 1. DDA1 Associates with the CDD Complex in Planta.


(A) Gel filtration fractions obtained in the purification of the CDD complex from cauliflower were separated on a 15% SDS-PAGE gel and subjected to
silver staining (top panel) or to immunoblot analysis (four other panels). Antibodies used in each case are shown on the right side. The positions of
specific protein bands were determined according to data reported previously (Schroeder et al., 2002; Yanagawa et al., 2004).
(B) Isolation of DDA1-associated proteins by TAP techniques. DDA1-TAP fusion was expressed and purified from transgenic cell cultures in two
experiments as indicated at the top. Protein bands obtained were excised, trypsin digested, and analyzed by mass spectrometry. Specific bands
corresponding to bait and interactors are indicated. The DCAF protein band was not visible by Coomassie blue staining of the gel. Asterisks indicate the
positions of experimental background proteins (see Methods).
(C) Specific proteins identified in (B) are listed. Arabidopsis Genome Initiative (AGI) loci identification numbers and names of proteins copurified with
DDA1 are shown, together with the number of positive identifications in two independent TAP experiments.
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using DDA1 as bait. The full-length coding sequence of DDA1
fused to the binding domain of GAL4 was used to screen a cDNA
library prepared from Arabidopsis seedlings. From over 15 million
clones screened, 200 were identified as potential DDA1 interactors.
Among them, 20 were subsequently confirmed by retransformation
into yeast. Interestingly, among the DDA1 interactors, we found two
clones corresponding to truncated versions of the ABA receptors
PYL4 (amino acids 84 to 207) and PYL9 (amino acids 75 to 187)
(Figure 4A). We aimed to determine whether DDA1 interacts with
other Arabidopsis PYR/PYL/RCAR family members using yeast
two-hybrid assays. As a result, we found that DDA1 additionally
binds to PYL8 (Figure 4B). Interestingly, PYL8 did not interact with
other components of the CDD in these assays.


To confirm DDA1 interaction with PYL4, PYL8, and PYL9 in
planta, we performed bimolecular fluorescence complementa-
tion (BiFC) assays. For this, Nicotiana benthamiana leaves were


coinfiltrated with Agrobacterium tumefaciens cells to ex-
press DDA1 and full-length ABA receptor fusions with the N- or
C-terminal portions of the yellow fluorescent protein (YFP). The
infiltrated leaves were analyzed with the confocal fluorescence
microscope 3 d after infiltration. Physical interaction between
DDA1 and the three ABA receptors tested was revealed by re-
constitution of YFP fluorescence in cells coinfiltrated with con-
structs corresponding to DDA1:YFPC and YFPN:PYL (PYL4,
PYL8, or PYL9), whereas expression of DDA1 or receptor con-
structs alone did not restore the YFP fluorescence (Figure 4C;
Supplemental Figure 4). Interaction between DDA1 and ABA re-
ceptors occurred in nuclei, since fluorescent signal resulting
from their interaction colocalizes with 49,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) staining (Figure 4C; Supplemental Figure 4B). To assess
the confidence of such interactions, the percentage of YFP fluo-
rescent nuclei was calculated using PYL8 as an ABA receptor


Figure 2. DDA1 Directly Binds to DDB1 Proteins.


(A) and (B) DDA1 interacts with DDB1 proteins in yeast two-hybrid assays. DDA1 interaction with CDD complex components DDB1a and DDB1b (A)
and DET1, COP10, and a yet-to-be characterized DCAF protein (B) was assessed. The growth of yeast transformed with the indicated constructs on
selective plates is shown. Selective media contained different concentrations of 3-amino-1,2,4-triazole (3AT; ranging from 0.5 to 10 mM). A previously
reported DET1–DDB1a interaction was used as a positive control. Empty vectors were used as negative controls.
(C) DDA1 interacts with the BPA domain in DDB1a. Interaction of DDA1 with a series of DDB1a deletion constructs, containing different domain
combinations (left panel), was assessed in yeast two-hybrid experiments (right panel). Experimental conditions were as in (A) and (B).
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representative. The results showed that the protein–protein in-
teraction rate for DDA1 and PYL8 was of the same magnitude as
that of DDA1 with DDB1a (Figure 4D). Finally, in agreement with
yeast two-hybrid data, no interaction was found for any other
component of the CDD complex and PYL8 in BiFC assays
(Supplemental Figure 5).


The PYL8 ABA Receptor Is Ubiquitinated and Degraded
by the Proteasome


The CDD complex has been shown to facilitate ubiquitination
and subsequent degradation of specific protein targets by the
ubiquitin-proteasome system (UPS) (Osterlund et al., 2000; Chen
et al., 2006; Castells et al., 2010). The fact that PYL4, PYL8, and
PYL9 interact with DDA1, a component of the CDD, opens the
possibility that they are substrates of the UPS. To test this pos-
sibility, we focused our analysis on PYL8, since it has been shown
that, among functionally redundant PYR/PYL/RCAR proteins,


PYL8 has a significant role in mediating ABA signaling (Antoni
et al., 2013). Thus, we first assessed whether PYL8 is degraded at
the 26S proteasome by treating Arabidopsis seedlings expressing
a 3xHA-tagged PYL8 fusion (oe3HA-PYL8) (Antoni et al., 2013)
with the proteasome inhibitor MG132. Immunoblots using anti-HA
antibodies showed increased 3HA-PYL8 protein accumulation in
MG132-treated samples compared with mock controls (Figure
5A). Moreover, upon proteasome inhibition, several high molecular
mass bands were detected, likely corresponding to ubiquitinated
3HA-PYL8 forms. To confirm PYL8 ubiquitination, Ub-conjugated
proteins were purified from oe3HA-PYL8 plants using commer-
cially available p62 resin that has an affinity for Ub and binds it
noncovalently. Immunoblots using anti-HA antibodies showed the
precipitation of 3HA-PYL8 as multiple high molecular mass bands
when samples were incubated with p62 resin but not when the
empty resin was used, indicating that 3HA-PYL8 is modified by
polyubiquitin chains in planta (Figures 5B and 5C).


DDA1 Overexpression Promotes PYL8 Protein Degradation


Because PYL8 is targeted for degradation by the proteasome and
DDA1 and PYL8 physically interact, we investigated whether
DDA1 mediates PYL8 destabilization. For this, we compared the
rate of degradation of 3HA-PYL8 with that in plants that over-
express both DDA1-GFP and 3HA-PYL8 (obtained by crossing
between oe3HA-PYL8 and oeDDA1-GFP line 3; Figure 3A). These
assays were performed in the presence of the protein synthesis
inhibitor cycloheximide (CHX), precluding any effect due to vari-
ation in transgene expression between samples over time. As
a result, we found that DDA1-GFP overexpression increased
3HA-PYL8 degradation after 60 min compared with oe3HA-PYL8
controls (Figures 5D and 5E; Supplemental Figure 6). Interestingly,
ABA treatments limited 3HA-PYL8 degradation, although this
effect was reduced when DDA1-GFP was overexpressed (Figures
5D and 5E). qRT-PCR analysis corroborated that none of these
effects was caused by changes in the expression of the 3HA-
PYL8 transgene (Supplemental Figure 7A). In these experiments,
treatment of plants from both genotypes with the proteasome
inhibitor MG132 attenuated 3HA-PYL8 destabilization, further
confirming proteasomal regulation of PYL8 stability (Figure 5F).
It has been shown previously that PYR/PYL/RCAR ABA re-


ceptors accumulate in seeds where they mediate ABA inhibition of
seed germination (Gonzalez-Guzman et al., 2012). Thus, we tested
whether DDA1 also regulates PYL8 levels in seeds. Immunoblots of
protein extracts from imbibed seeds showed that DDA1-GFP
overexpression decreases 3HA-PYL8 accumulation in both ABA-
treated and nontreated seeds (Figures 5G and 5H; Supplemental
Figure 8A). Again, ABA led to increased accumulation of 3HA-
PYL8. qRT-PCR analysis indicated that changes in 3HA-PYL8
levels did not correlated with variations in the expression of the
corresponding transgene (Supplemental Figure 7B). Taken to-
gether, these results indicate that DDA1 and ABA play opposite
roles in the regulation of PYL8 accumulation: whereas DDA1 fa-
cilitates PYL8 degradation, ABA prevents its destabilization.


ABA Limits PYL8 Polyubiquitination


To characterize the mechanism of action of ABA on PYL8 stabi-
lization, we first tested whether ABA impairs the interaction of


Figure 3. DDA1 Associates with CUL4 in Vivo.


(A) qRT-PCR analysis of DDA1-GFP expression levels in three in-
dependent oeDDA1-GFP lines compared with endogenous DDA1 in
wild-type plants (Col). Data are means of three biological replicates with
two technical replicates per sample. Error bars represent SD.
(B) DDA1-GFP associates with FLAG-COP10 in vivo. Immunoprecipita-
tion of DDA1-GFP fusions was performed using total protein extracts
prepared from 8-d-old oeDDA1-GFP, oeFLAG-COP10, and oeDDA1-
GFP/oeFLAG-COP10 seedlings. Total extracts (INPUT) and immuno-
precipitates (IP) were subjected to immunoblot analysis with anti-GFP
and anti-FLAG antibodies to detect DDA1-GFP and FLAG-COP10, re-
spectively. Immunoblots against RPT5 were used as a loading control.
(C) CUL4 coimmunoprecipitates with DDA1-GFP in vivo. Immuno-
precipitation assays were performed as in (B) using protein extracts from
8-d-old wild-type and oeDDA1-GFP seedlings. Anti-GFP and anti-CUL4
antibodies were used to detect DDA1-GFP and CUL4, respectively.
Immunoblots against RPT5 were used as a loading control.
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DDA1 and PYL8. For this, both yeast two-hybrid and coimmu-
noprecipitation assays, using DDA1-GFP and 3HA-PYL8 tran-
siently expressed in N. benthamiana leaves, were performed in
the presence or absence of ABA. As a result, we found that ABA
does not impede DDA1 binding to PYL8 (Figures 6A and 6B).
Furthermore, DDA1-GFP coimmunoprecipitated with 3HA-PYL8
only when leaves were treated with ABA, suggesting that PYL8
protection by ABA also helps to stabilize its association to DDA1,
which otherwise rapidly promotes PYL8 degradation (Figure 6B).
In these assays, we also observed a slight decrease in DDA1-GFP
levels upon ABA treatment, pointing to potential ABA regulation of
DDA1 accumulation. Indeed, Arabidopsis DDA1 seems to be
a target itself of the proteasome, as has been shown previously
for hDDA1 (Olma et al., 2009) (Figure 6C). However, when we
compared the rate of degradation of DDA1-GFP after treatment of
plants with CHX, no differences were observed between ABA-
treated samples and mock controls (Figure 6D). Next, we checked
whether ABA alters the rate of PYL8 polyubiquitination. Toward
this, Ub-conjugated proteins were purified after ABA treatment of
oe3HA-PYL8 seedlings. Immunoblots showed a marked de-
crease in 3HA-PYL8 polyubiquitinated bands in ABA-treated


leaves compared with mock controls, indicating that ABA inhibits
PYL8 polyubiquitination (Figure 6E).


Overexpression of DDA1 Reduces Plant Sensitivity to ABA


Our data indicate that DDA1 facilitates the degradation of PYL8
and likely that of other PYR/PYL/RCAR receptors with which it
interacts, pointing to a negative regulatory role for DDA1 in ABA
signaling. To test this hypothesis, we characterized several ABA
responses in oeDDA1-GFP plants, including ABA-mediated in-
hibition of seed germination, seedling establishment, and root
growth. As a control, we used wild-type and oeHAB1 plants
(overexpressing the PP2C phosphatase HAB1; used as an ABA-
insensitive control) in these experiments (Saez et al., 2004).
Compared with wild-type plants, oeDDA1-GFP plants showed
a reduced response to ABA in all cases (Figures 7A to 7C, 7G,
and 7H). In addition, oeDDA1-GFP seedlings were less sensitive
to NaCl- or mannitol-mediated inhibition of seed germination
than the wild type (Figures 7D and 7E), indicating that the DDA1
overexpression effect is also evident under stress conditions
that increase endogenous ABA levels (Leung and Giraudat,


Figure 4. DDA1 Interacts with Members of the PYR/PYL/RCAR Family of ABA Receptors.


(A) Y187 yeast cells transformed with pGBKT7-DDA1 were used to screen a cDNA library prepared from Arabidopsis seedlings in the pGADT7 vector
and transformed into AH109 cells. Positive clones included truncated versions of the ABA receptors PYL4 and PYL9. Yeast clones were grown in
selective media containing different concentrations of 3-amino-1,2,4-triazole (3AT; ranging from 0.5 to 5 mM). Empty pGADT7 vector was used as
a negative control.
(B) DDA1 interaction with full-length PYL5, PYL6, and PYL8 was assessed using yeast two-hybrid experiments. The physical association between PYL8
and other components of the CDD complex (DDB1a, DDB1b, DET1, and COP10) was also tested.
(C) Analysis of DDA1 and PYL8 interaction by BiFC. Confocal images of N. benthamiana epidermal cells expressing different construct combinations as
indicated were obtained. Reconstitution of YFP fluorescence indicates that the corresponding DDA1 and PYL8 constructs interact directly. DDB1a and
DDA1 fusions were used as a positive control. YFP fluorescence, DAPI staining of nuclei, and merged images are shown. Bars = 10 mm.
(D) Percentage of nuclei displaying YFP fluorescence in the BiFC analyses shown in (C). Data represent means and SD for three independent biological
replicates; n > 100 for each construct combination.
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Figure 5. DDA1 Promotes PYL8 Degradation through the Ub Proteasome System.


(A) The proteasome inhibitor MG132 stabilizes 3HA-PYL8. Nine-day-old oe3HA-PYL8 seedlings were treated or not (Mock) during 2 h with 50 mM
MG132. Plant extracts from time 0 (T0) were used as a control. The panel labeled with an asterisk (also in [F]) shows Ponceau staining of Rubisco as
a loading control.
(B) and (C) Affinity purification of polyubiquitinated 3HA-PYL8. oe3HA-PYL8 protein extracts were incubated with Ub binding p62 resin or with empty
agarose resin (negative control). Anti-Ub antibody was used in (B) to detect total ubiquitinated proteins. Anti-HA allowed the detection of 3HA-PYL8 and
its ubiquitinated forms [Ub(n)-3HA-PYL8; indicated by the bracket] in (C). Wild-type (Col) protein extracts were used as immunoblot controls. The arrow
indicates the position of a nonspecific protein detected by anti-HA.
(D) Immunoblot analyses of 3HA-PYL8 levels (detected using anti-HA antibody) in 8-d-old oe3HA-PYL8/oeDDA1-GFP and control (oe3HA-PYL8)
seedlings treated with 50 mM CHX for 60 min in the presence (ABA) or absence of 50 mM ABA. Both lines were in the pyl8-1 background. Anti-RPT5
antibody was used for loading control purposes.
(E) Protein level analysis of samples described in (D) was performed using ImageJ software. Protein levels at 60 min are shown relative to the initial
values (time 0; 100%) for each genotype and treatment.
(F) Immunoblots showing 3HA-PYL8 stabilization by the proteasome inhibitor MG132 in CHX-treated plants.
(G) Immunoblot analysis of 3HA-PYL8 levels in seeds of the genotypes described in (D). Prior to protein extraction, imbibed seeds were maintained for
24 h in MS medium with or without 3 mM ABA. Immunoblot conditions were as in (D).
(H) Protein level analysis in the seed samples described in (G) was performed using ImageJ software.
Immunoblot analyses shown in (D) and (G) were repeated at least three times with similar results (Supplemental Figures 6 and 8).
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1998; Seo and Koshiba, 2002). For these experiments, we used
ABA-hyposensitive coi1-16 resistant to ABA1 (cra1) mutants as
a control (Fernandez-Arbaizar et al., 2012).
To confirm that reduced sensitivity to ABA is due to DDA1


overexpression, we obtained Arabidopsis plants expressing the
cDNA of DDA1 under the control of a b-estradiol–inducible
promoter (iDDA1). Seed establishment rates of iDDA1 plants
grown in Murashige and Skoog (MS) medium supplemented or
not with ABA or with b-estradiol were indistinguishable from
those of wild-type plants. However, the establishment rate in-
creased in iDDA1 seedlings compared with the wild type upon
induction of DDA1 expression (i.e., when both ABA and
b-estradiol were added to the medium) (Figures 7F and 7I).


Reduced CDD Function Causes ABA Hypersensitivity


In order to functionally characterize DDA1 in plants, we
searched for loss-of-function mutants in different Arabidopsis
T-DNA insertion collections. All available lines contained the
T-DNA integrated into noncoding regions in the DDA1 gene and
displayed transcript levels similar to those of wild-type plants,
which precluded their use in further studies. Similar results were
found when DDA1 gene silencing approaches were followed,
as all Arabidopsis transgenic lines obtained using two different
RNA interference systems (Karimi et al., 2002; Hilson et al.,
2004) displayed normal DDA1 mRNA levels. As an alternative,
we sought to characterize mutants of other CDD components,
since DDA1 forms part of the CDD complex. As expected,
analysis of ABA responses showed that mutations that yield
reduced function of DDB1, DET1, or COP10 (note that their
total loss of function is lethal) (Schroeder et al., 2002; Suzuki
et al., 2002; Bernhardt et al., 2010) caused an opposite ABA
phenotype to that of DDA1-overexpressing plants. Thus,
ddb1a, cop10-4, and det1-1 mutants showed an increased
response to ABA-mediated inhibition of germination and
seedling establishment compared with wild-type plants (Figures
8A to 8C). In the case of det1-1 mutants, ABA hypersensitivity
also extended to root growth responses (Figures 8D and 8E).
Next, we determined whether ABA hypersensitivity correlates


with increased accumulation of PYL8 in plants showing reduced
CDD function. For this analysis, we used cop10-4 mutants as
a representative of CDD-deficient mutants. Immunoblots of pro-
tein extracts obtained from imbibed seeds showed that cop10-4
mutation increases 3HA-PYL8 accumulation in both ABA-treated
and nontreated seeds (Figures 8F and 8G; Supplemental Figure
8B). qRT-PCR analysis indicated that changes in 3HA-PYL8
levels did not correlate with variations in the expression of the
corresponding transgene (Supplemental Figure 7C). Altogether,
these results suggest that cooperation between CDD compo-
nents exists to regulate ABA receptor stability and, therefore, to
modulate ABA responses.


Figure 6. ABA Reduces PYL8 Polyubiquitination but Not Its Interaction
with DDA1.


(A) ABA does not disrupt PYL8 and DDA1 interaction in yeast two-hybrid
assays. Yeast transformed with the indicated constructs were grown on
selective plates with 100 mM ABA and compared with mock controls.
Selective media contained different concentrations of 3-amino-1,2,4-
triazole (3AT; ranging from 0.5 to 2 mM). pGAD-T and pGBK-53 clones
(Clontech) were used as the positive control (Control +).
(B) DDA1-GFP associates with 3HA-PYL8 in the presence of ABA in vivo.
3HA-PYL8 and DDA1-GFP fusions were transiently expressed in 3-week-
old N. benthamiana leaves treated with MG132 in the presence or absence
of 50 mM ABA. Total extracts (INPUT) and immunoprecipitates (IP) were
subjected to immunoblot analysis with anti-GFP and anti-FLAG antibodies.
Anti-RPT5 antibody was used for loading control purposes.
(C) Immunoblot showing DDA1-GFP stabilization by the proteasome
inhibitor MG132. Nine-day-old DDA1-GFP seedlings were treated or not
for 2 h with 50 mM MG132. DDA1-GFP was detected using anti-GFP
antibody. Wild-type plant extracts were used as an immunoblot negative
control. The panel labeled with an asterisk (also in [D]) shows Ponceau
staining of Rubisco as a loading control.
(D) Time course of the relative abundance of DDA1-GFP in 9-d-old seed-
lings treated with 50 mM CHX in the presence or absence of 50 mM ABA.
(E) ABA treatments reduce 3HA-PYL8 polyubiquitination. For affinity puri-
fication of polyubiquitinated 3HA-PYL8, total protein extracts obtained from


oe3HA-PYL8 seedlings treated or not with ABA were incubated with Ub
binding p62 resin or with empty agarose resin (negative control). Anti-Ub
antibody was used to detect total ubiquitinated proteins. Anti-HA antibody
allowed the detection of 3HA-PYL8 and its ubiquitinated forms [Ub(n)-3HA-
PYL8; indicated by the brackets]. The arrow indicates the position of
a nonspecific protein detected by anti-HA.
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DISCUSSION


CDD complexes have been proposed to play a dual role in regu-
lating CRL4 activity by enhancing the E3 activity of CRL4, likely
through its COP10 subunit, and facilitating CRL4 target recognition


(Yanagawa et al., 2004; Pick et al., 2007; Olma et al., 2009). In the
latter case, it has been suggested that CDD complexes may act as
adaptor modules for additional substrate receptors (Lau and Deng,
2012). Our results on the biochemical and functional characterization
of Arabidopsis DDA1 strongly support this model. Thus, we found


Figure 7. DDA1-Overexpressing Plants Show Reduced Sensitivity to ABA.


(A) The percentage of seeds that germinated (radicle emergence) in the presence of 0.5 mM ABA at 72 h after sowing was compared with wild-type
(Col), oeDDA1-GFP, and oeHAB1 (ABA-insensitive control) lines.
(B) Percentage of seeds that germinated and developed green cotyledons and the first pair of true leaves at 5 d. The same genotypes as in (A) were
compared.
(C) Quantification of ABA-mediated root growth inhibition. The same genotypes as in (A) were compared together with pyl8-1 mutants.
(D) and (E) The percentage of seeds that germinated in the presence of 400 mM mannitol (D) or 150 mM NaCl (E) at 5 d after sowing was analyzed in
wild-type and oeDDA1-GFP plants. ABA-insensitive cra1 mutants were used as a control.
(F) Percentage of seeds that germinated and developed green cotyledons at 5 d in the presence or not of 1 mM ABA and/or 10 mM b-estradiol (Estr).
Genotypes corresponded to wild-type plants, cra1 mutants, and plants expressing DDA1 under the control of a b-estradiol–inducible promoter (iDDA1).
(G) ABA-mediated growth inhibition of wild-type and oeDDA1-GFP seedlings that were germinated on 0.5 mM ABA as in (B). Photographs were taken
10 d after sowing.
(H) Reduced sensitivity to ABA-mediated inhibition of root growth from oeDDA1-GFP plants compared with the wild type analyzed as in (C). Bars =
1 cm.
(I) Photographs of plants analyzed in (F) taken 10 d after sowing.
*P < 0.01 (Student’s t test) with respect to the wild type in the same experimental conditions. In all cases, data are means of three biological replicates.
Error bars represent SD. MS medium (MS) was used as a control in all assays.
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Figure 8. Mutants in CDD Complex Components Show Enhanced Sensitivity to ABA.


(A) Comparison of the percentage of seeds that germinated (radicle emergence) in the presence of 0.5 mM ABA at 4 d after sowing for wild-type (Col),
hab1-1 abi1-2, det1-1, cop10-4, and ddb1a plants.
(B) Percentage of seeds that germinated and developed green cotyledons and the first pair of true leaves at 7 d. Genotypes analyzed were as in (A).
(C) Photographs of representative seedlings taken 10 d after sowing.
(D) Quantification of ABA-mediated root growth inhibition of the wild type (1) compared with hab1-1 abi1-2 (2), det1-1 (3), cop10-4 (4), and ddb1a (5)
mutants. Seeds were germinated on MS medium and transferred to 10 mM ABA for 10 d.
(E) Photographs of representative seedlings analyzed in (D) taken 10 d after transferring seedlings to plates lacking or containing 10 mM ABA.
(F) Immunoblot analysis of 3HA-PYL8 levels in seeds corresponding to the pyl8-1 (oe3HA-PYL8) and cop10-4/pyl8-1 (oe3HA-PYL8/cop10-4) back-
grounds. Prior to protein extraction, imbibed seeds were maintained for 24 h in MS medium with or without 3 mM ABA. Anti-HA and anti-RPT5
antibodies were used to detect 3HA-PYL8 and for loading control purposes, respectively. Analyses were repeated at least three times with similar
results (Supplemental Figure 8).
(G) Protein-level analysis of samples described in (F) was performed using ImageJ software.
*P < 0.01 (Student’s t test) with respect to the wild type in the same experimental conditions. Data shown in (A), (B), and (D) are means of three
biological replicates. Error bars represent SD.



http://www.plantcell.org/cgi/content/full/tpc.113.122234/DC1





that DDA1 associates with the CDD complex and CUL4 in vivo and
is involved in direct protein target recognition for ubiquitination and
subsequent degradation by the proteasome. The association of
DDA1 with plant CDD complexes has been suggested previously
(Chen et al., 2010). Here, we demonstrate that DDA1 is a component
of CDD using two approaches. First, we were able to detect DDA1 in
biochemically purified CDD fractions. CDD purification yielded par-
tially degraded COP10 and DET1 products, as seems to be the case
for DDA1 too, which might have precluded its identification in the
study by Yanagawa et al. (2004). Second, we found all CDD com-
ponents in TAP-purified DDA1 samples. Similar to its human coun-
terpart, DDA1 association with CDD, and therefore CRL4, is
mediated by its interaction with the BPA domain in DDB1 proteins
(Jin et al., 2006; Pick et al., 2007).


The biochemical activity of DDA1 has been a matter of discus-
sion since its identification in mammalian systems (Pick et al., 2007;
Olma et al., 2009; Chen et al., 2010). One hypothesis was that
DDA1 might play a structural role as part of CDD/DDD-E2 com-
plexes. However, DDA1 is apparently not required to maintain the
integrity of these complexes, since the CDD complex could be
reconstituted in vitro in the absence of DDA1 (Chen et al., 2006).
Another possibility was that DDA1 might be necessary to activate
certain CRL4s by stabilizing the DDB1 association with a specific
subset of DCAFs. Indeed, immunoprecipitation assays showed that
both endogenous and tagged hDDA1 associate with DDB1, CUL4,
and several DCAF proteins, including COP1, AMBRA, and Cock-
ayne syndrome A in human cells (Jin et al., 2006; Olma et al., 2009;
Behrends et al., 2010). However, experimental evidence showing
DDA1-mediated stabilization of DDB1-DCAF complexes has not
been provided. In this study, we propose a different function for
DDA1 as a substrate receptor for CRL4 Ub ligases. In this regard,
we identified a target of DDA1 activity, the ABA receptor PYL8.
Despite functional redundancy between PYR/PYL/RCAR ABA re-
ceptors, PYL8 has a prominent role in mediating ABA signaling at
the roots (Antoni et al., 2013). Consistent with the DDA1 regulation
of PYL8 function, oeDDA1-GFP plants demonstrated reduced
sensitivity to ABA-mediated inhibition of root growth, as is also the
case for pyl8-1 mutants. Notably, DDA1 overexpression also al-
tered responses that are regulated by highly redundant PYR/PYL/
RCAR family members, including seed germination and seedling
establishment (Gonzalez-Guzman et al., 2012), suggesting
a broader role for DDA1 in regulating ABA receptor stability. In
agreement with this, we found that DDA1 also interacts in vivo with
PYL4 and PYL9, which may represent additional targets for DDA1.
However, we did not observe an interaction of DDA1 with PYL5
and PYL6 in yeast two-hybrid assays, suggesting that a certain
degree of specificity in DDA1 activity may exist. DDA1 function
toward ABA receptors is very likely performed in the context of the
CDD, as indicated by the increased sensitivity to ABA of mutants
of other members of the complex. Accordingly, cop10-4 plants
accumulated higher levels of PYL8 protein than wild-type plants,
as it is expected for plants with reduced DDA1 function. However,
no other CDD component was able to interact with PYL8 under
our experimental conditions, highlighting the specificity and pre-
ponderance of DDA1 in ABA receptor recognition. These results
are consistent with a model in which the whole CDD complex acts
as a substrate adaptor module for CRL4 where DDA1 mediates
the recognition of specific targets (Figure 9).


It is noteworthy that ABA and DDA1 play opposite roles in the
regulation of PYL8 stability, where ABA and DDA1 prevent and
promote PYL8 degradation, respectively. Since ABA signaling is
obviously strongly dependent on the activity of PYR/PYL/RCAR
receptors, an ABA-dependent protection mechanism for receptor
stability would serve to reinforce and sustain ABA signaling,
particularly during the early stages of signaling. However, at later
stages, plant desensitization to ABA likely occurs in order to
prevent the adverse effects of continuous ABA responses (i.e.,
growth reduction or stomatal closure). Accordingly, it has been
shown that ABA reduces PYL8 gene expression after 3 h of
treatment (Saavedra et al., 2010). Interestingly, ABA treatment of
oeHA-PYL8 seeds for 24 h also reduced HA-PYL8 transcript levels
(Supplemental Figure 7), suggesting posttranscriptional regulation
of PYL8 mRNA by ABA. Our results on DDA1 further emphasize
the complexity and sophistication of the regulatory network that
modulates ABA signaling. Thus, DDA1-mediated degradation of
ABA receptors should also contribute to desensitizing the pathway
when stress conditions disappear and ABA levels diminish. This
regulatory mechanismmight also be instrumental to impairing ABA
signaling during germination, since it has been shown that ABA
concentration in seeds is reduced upon imbibition (Figure 9).


Figure 9. Model for DDA1’s Role in ABA Desensitization.


DDA1, as part of the CDDD (COP10-DET1-DDB1-DDA1) substrate adaptor
module, allows the recognition and ubiquitination of ABA receptors (e.g.,
PYL8) by CRL4 Ub ligases. Polyubiquitinated ABA receptors are then de-
graded at the 26S proteasome. ABA, on the contrary, stabilizes the receptors
by limiting their polyubiquitination (top panel). Low ABA levels enable DDA1-
mediated destabilization of ABA receptors, favoring the release and
activation of PP2C phosphatases, which act as negative regulators of
ABA signaling (middle panel). In this way, DDA1 contributes to ABA de-
sensitization when levels for this hormone diminish (i.e., when stress con-
ditions disappear or during seed imbibition and germination) (bottom panel).
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The molecular aspects underlying ABA-mediated protection
of PYL8 remain unknown. This mechanism apparently does not
imply disruption of the PYL8–DDA1 interaction or a reduction of
DDA1 levels but rather a decrease in PYL8 polyubiquitination
rates. One possibility is that changes in receptor conformation
driven by ABA binding limit PYL8 ubiquitination. Thus, it is known
that PYL8 interacts in an ABA-dependent manner at least with five
clade A PP2Cs in vivo (Saavedra et al., 2010; Antoni et al., 2013).
The ternary complex PP2C-ABA-PYL8 shows high stability (Kd


around 20 to 40 nM), and the interaction of PYL8 with ABA and
PP2C generates substantial changes in receptor conformation
(Melcher et al., 2009; Santiago et al., 2009). Therefore, it is pos-
sible that the formation of such complexes may hide specific Lys
residues on PYL8 and thereby interfere with its polyubiquitination.
Further biochemical and molecular studies should help us to
unveil the precise details of such a protective mechanism. Defi-
nition of the structural details of DDA1 binding to specific PYR/
PYL/RCAR proteins in the presence of CDD and CRL4 complexes,
and/or PP2Cs and ABA, will also help to elucidate how DDA1
substrate specificity is attained (note that DDA1 lacks the WDxR
motifs usually required for substrate interaction) and to better
understand the modulation of ABA signaling based on the regu-
lation of ABA receptor stability.


Previous reports have highlighted the relevance of the UPS in
the regulation of ABA responses by identifying E3 Ub ligases
whose alteration leads to changes in plant sensitivity to ABA
(reviewed in Antoni et al., 2011; Lyzenga and Stone, 2012; Guo
et al., 2013). These belong to different E3 types and, according to
their effects, can be categorized as positive or negative regulators
of plant responses to ABA. Thus, several RING-type E3 ligases,
such as ABA-INSENSITIVE RING PROTEIN1, SALT AND DROUGHT
INDUCED RING FINGER1, XERICO, RING-H2 E3 LIGASE2a
(RHA2a), and RHA2b, act as positive regulators of ABA sig-
naling (Ko et al., 2006; Zhang et al., 2007; Bu et al., 2009; Ryu
et al., 2010; Li et al., 2011). Accordingly, loss-of-function mutants
for these RING-type E3s are insensitive to ABA, whereas over-
expressing transgenic lines display ABA hypersensitivity. On the
other hand, DROUGHT TOLERANCE REPRESSOR (DOR), also
belonging to the RING type, N-recognin PROTEOLYSIS6, and
DWD HYPERSENSITIVE TO ABA PROTEINS3 (DWA3) negatively
regulate ABA responses, including ABA-driven stomatal closure
(i.e., DOR) or ABA-mediated inhibition of seed germination and
root growth (Zhang et al., 2008a; Holman et al., 2009; Lee et al.,
2011). Despite the important role of these E3s in the modulation
of ABA responses, the identities of their protein targets remain
unknown. Indeed, the identified UPS targets within the ABA
signaling pathways are almost restricted to key transcription
factors regulating the expression of ABA-responsive genes. This
is the case of the B3-type transcription factor ABI3 (targeted by
the RING-type ABI3-INTERACTING PROTEIN2; Zhang et al.,
2005), HD-ZIP ATHB6 (targeted by CUL3MATH-BTB E3 ligases;
Lechner et al., 2011), and the ABA-responsive transcription
factors ABI4 (Finkelstein et al., 2011), ABF2 (targeted by the BTB
protein ARIA; Kim et al., 2004), ABF3 (Sirichandra et al., 2010), and
bZIP ABI5. Interestingly, in line with the notion that tight regulation
of ABI5 levels is required to modulate ABA responses (Lopez-
Molina et al., 2001), two different E3 ligases promote ABI5 ubiq-
uitination and degradation at the proteasome. Thus, KEEP ON


GOING and DWA1/DWA2 E3s are known to modulate ABI5 pro-
tein levels (Stone et al., 2006; Lee et al., 2010; Liu and Stone,
2010). The latter are canonical WDxR motif–containing DCAF
proteins that provide target specificity to CRL4 complexes, in this
case toward ABI5, a transcription factor that acts downstream in
the ABA signaling pathway (Lee et al., 2008). Our results unveil
a regulatory role for CRL4 complexes, mediated by DDA1, at the
initial stage of ABA signaling, where they affect ABA receptor
function. In this way, our study provides further evidence about the
versatility of CRL4 E3 ligases and strengthens the importance of
the UPS in the regulation of plant responses to ABA.


METHODS


Plant Materials and Growth Conditions


Arabidopsis thaliana plants used in this study, including mutants and trans-
genic plants, were of the Columbia-0 ecotype. Plants were grown in MS
medium (Murashige and Skoog, 1962) with 1%Suc at 21°C under a 16-h-light/
8-h-dark cycleusingcool-whitefluorescent light conditions (100mmolm22 s21).
Specific treatments were performed as stated in each experiment (see
below and figure legends). Mutants cop10-4, det1-1, cra1, hab1-1 abi1-2,
and pyl8-1 and transgenic lines oe3HA-PYL8, FLAG-COP10, and oeHAB1
have been described previously (Peeper et al., 1994; Suzuki et al., 2002;
Yanagawa et al., 2004; Fernandez-Arbaizar et al., 2012; Antoni et al., 2013).
The T-DNA insertion line corresponding to ddb1a was obtained from TAIR
(http://www.arabidopsis.org; SALK_038757). To generate transgenic plants
expressing DDA1, the DDA1 cDNA was amplified using Expand High Fi-
delity polymerase (Roche) and the Gateway-compatible primers DDA1-BF
(59-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGAATAGTGAGCAAC-
TTTAAGTCGA-39) and DDA1-BR (59-GGGGACCACTTTGTACAAGAAA-
GCTGGGTATAAGCCCTGAGTAGATGAAGAAGAAGACG-39). PCR products
were cloned into the pDONR207 plasmid (Invitrogen) by in vitro re-
combination using Gateway BP reaction kits (Invitrogen) and verified by
Sanger sequencing. Then, DDA1 cDNA was transferred, using Gateway LR
reaction kits (Invitrogen) to pGWB5 (Nakagawa et al., 2007) and pMDC7
(Curtis and Grossniklaus, 2003) destination vectors. The resulting plasmids
were used to generate oeDDA1-GFP and iDDA1 lines, respectively. In all
cases, plant transformationwasperformedby transferring thecorresponding
constructs to Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pGV2260) competent
cells (Deblaere et al., 1985). Transformation of Arabidopsis plants was
performed by the floral dip method (Clough and Bent, 1998). T1 transgenic
seeds were selected based on corresponding selection markers, and T3
homozygous progeny were used for further studies. Lines oeDDA1-GFP/
oeFLAG-COP10, oe3HA-PYL8/pyl8-1/oeDDA1-GFP, and oe3HA-PYL8/
pyl8-1/cop10-4were generated by crossing the corresponding homozygous
parental lines. F2 segregating progeny of these crosses were selected in the
corresponding antibiotics to isolate homozygous plants for each construct.


For BiFC and coimmunoprecipitation experiments, Nicotiana
benthamiana plants were grown in soil in the greenhouse at 22°C
under a 16-h-light/8-h-dark photoperiod prior to agroinfiltration of
leaves with the corresponding constructs.


qRT-PCR


To analyze DDA1-GFP expression, qRT-PCR experiments were performed
using RNA extracted from Columbia-0 wild-type and oeDDA1-GFP plants.
Three biological replicates, consisting of tissue pooled from 15 to 20 plants
from different plates, were taken. RNA extraction and cleanup were done
with the RNeasy mini kit (Qiagen) and DNase digestion to remove genomic
DNA contamination. cDNA was synthesized from 1 mg of total RNA using
a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems).
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Ten microliters from one-tenth-diluted cDNA was used to amplify DDA1 and
the housekeeping gene ACTIN8 using FastStart Universal Probe Master
(Roche). The primers used were DDA1-RTF (59-CCCTCCGATCCTTC-
TAATCC-39), DDA1-RTR (59-GCTGCGTATAAGAATGTTTTTCAC-39), ACT8-F
(59-GGTACTGGAATGGTTAAGGC-39), and ACT8-R (59-GTCCAACACAA-
TACCGGTTG-39).


qRT-PCR experiments for the analysis of 3HA-PYL8 levels in
seedlings were performed as mentioned above. In the case of seeds,
RNA extraction was performed as described previously (Oñate-
Sánchez and Vicente-Carbajosa, 2008). cDNA was synthetized using
the Transcriptor first-strand cDNA synthesis kit (Roche). The cDNA
reaction was diluted 1:10 in water, and 10 mL was used for qRT-PCR
analysis with the primers HA-F (59-CTATGACGTCCCGGACTATGCA-
39) and PYL8-R (59-CACTGATTATCCACAAGCTCA-39). The FastStart
Universal SYBR Green Master mix (Roche) was used for amplification
with the ELONGATION FACTOR1a (EF1a) gene as an internal control
(EF1a-F, 59-CCCAGGCTGATTGTGCTGT-39, and EF1a-R, 59-GGGTG-
GTGGCATCCATCTTGTT-39).


Quantitative PCR was performed on 96-well optical plates in a 7300
Real Time PCR system (Applied Biosystems). The PCR conditions
were as follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C, and 40 cycles of 15 s at
95°C and 30 s at 60°C.


TAP Assays


Cloning of a GS-TAP–tagged DDA1 fusion under the control of the
constitutive cauliflower mosaic virus 35S promoter and transformation of
Arabidopsis cell suspension cultures were performed as described pre-
viously (Van Leene et al., 2007). TAP of protein complexes was done using
the GS tag (Burckstummer et al., 2006) followed by protein precipitation
and separation, according to Van Leene et al. (2008). For the protocols of
proteolysis and peptide isolation, acquisition of mass spectra by a 4800
MALDI TOF/TOFProteomicsAnalyzer (ABSCIEX), andmass spectrometry–
based protein homology identification based on the TAIR genomic data-
base, we referred to Van Leene et al. (2010). Experimental background
proteins were subtracted based on ;40 TAP experiments on wild-type
cultures and cultures expressing TAP-tagged mock proteins GUS, RFP,
and GFP (Van Leene et al., 2010).


Yeast Two-Hybrid Experiments


The full-length DDA1 cDNA was cloned into pGBKT7 (Gal4 DNA binding
domain; Clontech). This construct was used to screen a whole seedling
cDNA library (Bustos et al., 2010) prepared in the pGADT7 vector (Gal4
activation domain; Clontech) to detect DDA1-interacting proteins.


To confirm protein interactions, plasmids were cotransformed into
Saccharomyces cerevisiae AH109 cells following standard heat-shock
protocols (Chini et al., 2007). Successfully transformed colonies were
identified on yeast synthetic dropout medium lacking Leu and Trp; these
colonies were resuspended in water and transferred to selective medium
lacking Ade, His, Leu, and Trp. Plates without His were supplemented
with different concentrations of 3-amino-1,2,4-triazole (ranging from 0.5
to 10 mM). Yeast cells were incubated at 30°C for 6 d. Empty vectors
were cotransformed as negative controls.


To test the DDA1 interaction with specific DDB1a domains, DDB1a
truncated versions were generated and cloned into the pGADT7 vector as
follows: BPA (amino acids 16 to 350), BPB (amino acids 387 to 704), BPA +
BPB (amino acids 16 to 704), BPC (amino acids 704 to 1002), and BPB +
BPC (amino acids 350 to 1002). Full-length DDB1a was used as a positive
control. To check whether the DDA1–PYL8 interaction is altered by ABA,
yeast cotransformed with pGAD-PYL8 and pGBK-DDA1 constructs were
grown in selective medium (as described above) supplemented with
100 mM ABA or an equal volume of solvent (ethanol) as a mock control.


BiFC Experiments


Different combinations of Agrobacterium clones expressing fusion proteins
as indicated were coinfiltrated into the abaxial surface of 3-week-old
N. benthamiana plants as described (Voinnet et al., 2003). The p19
protein was used to suppress gene silencing. The empty vectors were used
as negative controls. Fluorescence was visualized in epidermal cells of
leaves after 3 d of infiltration using a Leica sp5 confocal microscope. Nuclei
were visualized after submerging the leaves in a DAPI solution (1 mg/mL
DAPI in 100 mM phosphate buffer and 0.5% Triton X-100).


For counting YFP fluorescent nuclei, images of N. benthamiana leaf
areas, agroinfiltrated with different construct combinations, were analyzed
using ImageJ software. To count YFP nuclei in a consistent manner, the
epifluorescence image contrast setting was adjusted to the same values for
all samples. Total nuclei counts were obtained from confocal microscopy
images of the same areas showing DAPI-stained nuclei (blue channel).
A minimum of 100 nuclei were counted for each construct combination
in each biological replicate.


Protein Extraction, Coimmunoprecipitation Assays,
and Immunoblots


For protein extraction from seedlings, proteins were extracted in buffer
containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1% Nonidet P-40 and 13 complete
protease inhibitor (Roche). After centrifugation at 16,000g at 4°C, the
supernatants were collected. This step was repeated twice. For
protein extraction from seeds, seeds were frozen in liquid N2 and then
homogenized in buffer containing 7 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate, 18 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 0.2% Triton X-100, and 13 complete protease inhibitor
(Roche). After 10 min of incubation at 4°C with rotation, DTT was added
to protein extracts (14 mM final concentration) prior to 20 min of in-
cubation at 4°C. Extracts were clarified by centrifugation as mentioned
above. Protein concentration in the final supernatants was determined
using the Bio-Rad Protein Assay kit.


For coimmunoprecipitation assays inArabidopsis, normalized seedling
protein extracts were incubated with 5 mL of anti-GFP antibody (Living
Colors Full-Length A.V. polyclonal antibody; Clontech) for 1 h at 4°C with
rotation. Twenty microliters of protein A–coupled beads (prewashed twice
with 0.1 M Gly, pH 2.7) was added to the samples and incubated for an
additional 1 h at 4°C with rotation. After washing three times with 500 mL
of extraction buffer, samples were denatured, separated on SDS-PAGE
gels, and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (Millipore).
For coimmunoprecipitation assays in N. benthamiana, 3-week-old leaves
were infiltrated with the indicated constructs and, after 3 d, treated with
50mMABA for 24 h. Protein extracts were incubated with Anti-HA Affility
Matrix (Roche) for 4 h at 4°C with rotation. After washing three times with
500 mL of extraction buffer, samples were separated on SDS-PAGE gels
and transferred as described above.


For immunoblots, membranes were probed with different antibodies:
anti-GFP-HRP at 1:2000 dilution (for DDA1-GFP detection; Milteny
Biotec), monoclonal anti-FLAG M2 at 1:1000 dilution (for FLAG-COP10;
Sigma-Aldrich), anti-CUL4 at 1:500 dilution (Chen et al., 2006), anti-DET1
at 1:1000 dilution, and anti-DDB1 at 1:2000 dilution (Zhang et al., 2008b).
For immunodetection of 3HA-PYL8, anti-HA-HRP (Roche) was used at
1:1000 dilution. To confirm equal protein loading, membranes were
stained with Ponceau reagent or immunoblotted using anti-RPT5 at
1:1000 dilution (Kwok et al., 1999).


The CDD complex was purified as described previously (Yanagawa
et al., 2004). For the analysis of purified CDD complex fractions, proteins
in each fraction were separated onto 15%SDS-PAGE gels. Silver staining
and immunoblotting using anti-DDA1 antibodies were performed to visualize
specific protein bands. For anti-DDA1 production, see below.
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Purification of Recombinant Proteins and Antibody Production


Recombinant His-DDA1 protein was expressed in the Escherichia coli
BL21 (DE3) strain carrying a pET28-HisT7DDA1 construct. Bacteria were
cultured in Luria-Bertani medium at 37°C to an OD at 600 nm of 0.6, at
which time protein expression was induced with 0.2 mM isopropyl-D-
thiogalactopyranoside for 3 h. Cell lysis was performed using a French
press, and lysates were clarified by centrifugation at 16,000g for 30 min at
4°C. His-DDA1 protein was purified from lysates with nickel–nitrilotriacetic
acid agarose beads under denaturing conditions (Qiagen) and eluted with
a pH gradient as described by the manufacturer. Protein concentration in
the final eluates was determined using the Bio-Rad Protein Assay kit. To
raise anti-DDA1 antibodies, purified His-DDA1 protein was introduced
into two rabbits (1 mg/each). Rabbit preimmune serum was kept to check
for anti-DDA1 specificity.


Affinity Purification of Ubiquitinated Proteins


Isolation of ubiquitinated proteins was performed as described previously
(Manzano et al., 2008) with small modifications. Briefly, proteins were
extracted from oe3HA-PYL8 plants treated with 50mMMG132 using buffer
BI (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, and 5 mM
ATP) plus plant protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), 1 mM of phe-
nylmethylsulfonyl fluoride, 50 mMMG132, 10 nM Ub aldehyde, and 10 mM
N-ethylmaleimide. Protein extracts were incubated with 40 mL of pre-
washed p62 agarose (Wilkinson et al., 2001) or the agarose alone at 4°C for
4 h. Afterward, the beads were washed two times with 1 mL of BI buffer and
once more with 1 mL of BII buffer (BI plus 200 mM NaCl) and proteins were
eluted by boiling in 50 mL of SDS loading buffer. The eluted proteins were
separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting using anti-Ub
antibody (Boston Biochem) to detect the presence of ubiquitinated proteins
or anti-HA-HRP antibody (Roche) for 3HA-PYL8 detection. To test the effect
of ABA, leaves were treated for 24 h with 50 mM ABA or an equal volume of
solvent (ethanol) as a mock control.


In Vivo Protein Degradation Assays


Seedlings were grown in MS solid medium for 8 d and then transferred to
liquid MSmedium containing 50 mMCHX (Sigma-Aldrich) in the presence
or absence of 50 mM ABA (Sigma-Aldrich). The effect of proteasome
inhibition was tested by adding 50 mM MG132 (Sigma-Aldrich) to the
liquid MS medium. Whole plant samples were harvested at specific time
points as indicated. Protein extraction and immunoblotting were per-
formed as mentioned above. ImageJ version 1.37 software (http://rsb.
info.nih.gov/ij) was used to analyze protein band intensity.


Seed Germination and Seedling Establishment Assays


After surface sterilization of the seeds, stratificationwas conducted in the dark
at 4°C for 3 d. Next,;100 seeds of each genotype were sown on MS plates
lacking or supplemented with 0.5 mM ABA, 150 mM NaCl, or 400 mM
mannitol. In the analyses of iDDA1 lines, 1 mMABAwas used and b-estradiol
was added to medium at 10 mM final concentration as stated. To score seed
germination, radicle emergence was analyzed at 72 and 96 h after sowing.
Seedling establishment was scored after 5 d as the percentage of seeds that
developed green expanded cotyledons and the first pair of true leaves.


Root Growth Assays


Seedlings were grown on vertically oriented MS plates for 4 to 5 d. Af-
terward, 20 plants were transferred to new MS plates lacking or supple-
mented with 10 mM ABA. The plates were scanned on a flatbed scanner
after 10 d to produce image files suitable for quantitative analysis of root
growth using ImageJ version 1.37 software.


Phylogenetic Analysis


DDA1 homologs were searched in different databases, Plaza (http://
bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/), Phytozome (http://www.phytozome.net),
Gramene (http://www.gramene.org), TAIR (http://www.arabidopsis.org), and
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), using web-hosted BLAST applica-
tions (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). All truncated DDA1 sequences
were excluded in subsequent analyses. Sequences were aligned using
ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) with the Gonnet
protein comparison matrix and default parameters (gap opening penalty of
10 and gap extension penalty of 0.1 for initial pairwise alignment; gap
opening penalty of 10 and gap extension penalty of 0.2 for the multiple
alignment; with residue-specific and hydrophilic residue penalties, a gap
separation distance of 4 and a 30% delay divergent cutoff) and then
manually inspected to check for possible misalignments (Supplemental
Data Set 1). The best model fitting the alignment was selected using
ProtTest (Abascal et al., 2005), which corresponded to a Jones-Taylor-
Thornton model for amino acid substitution with a discrete gamma dis-
tribution (four categories), a proportion of invariant, and an initial BIONJ tree.
This model was used to conduct a maximum likelihood analysis with
bootstrapping using 1000 replicates using the MEGA 5 (http://www.
megasoftware.net/) software. The gaps/missing treatment parameter was
set to complete deletion. The more distant homologs, from Selaginella
moellendorffii and Picea glauca, were used as an outgroup to root the
resulting phylogenetic tree.


Accession Numbers


Sequence data from this article can be found in the Arabidopsis Genome
Initiative database under the following accession numbers: DDA1
(At5g41560),DDB1A (At4g05420),DDB1B (At4g21100),COP10 (At3g13550),
DET1 (At4g10180),CUL4 (At5g46210), PYL8 (At5g53160), PYL4 (At2g38310),
and PYL9 (At1g01360).


Supplemental Data


The following materials are available in the online version of this article.


Supplemental Figure 1. Multiple Sequence Alignment of Plant DDA1
Proteins Obtained Using ClustalW2 Software.


Supplemental Figure 2. Maximum-Likelihood Phylogenetic Tree of
Plant DDA1 Proteins.


Supplemental Figure 3. DDA1 Detection in Purified CDD Fractions.


Supplemental Figure 4. DDA1 Binds the ABA Receptors PYL4 and
PYL9 in Vivo.


Supplemental Figure 5. DDA1, but Not Other CDDD Complex
Components, Binds the ABA Receptor PYL8 in Vivo.


Supplemental Figure 6. DDA1 and ABA Play Opposite Roles in the
Regulation of PYL8 Accumulation.


Supplemental Figure 7. Analysis of 3HA-PYL8 Expression Levels in in
Vivo Degradation and Seed Samples.


Supplemental Figure 8. DDA1 and COP10 Regulate PYL8 Accumu-
lation in Seeds.


Supplemental Table 1. Protein Identification Details Obtained with the
4800 MALDI TOF/TOF Proteomics Analyzer and the GPS Explorer
Version 3.6 Software Package Combined with the Search Engine
Mascot Version 2.2.


Supplemental Data Set 1. Multiple Sequence Alignment of Plant
DDA1 Proteins in FASTA Format.
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Arabidopsis  thaliana  /1-101
Arabidopsis  lyrata  /1-101


Brassica  napus  /1-98
Brassica  oleracea  /1-99


Brassica  rapa  /1-99
Capsella  rubella  /1-102


Thellungiella  halophila  /1-98
Glycine  max  1  /1-94
Glycine  max  2  /1-93


Phaseolus  vulgaris  /1-93
Medicago  truncatula  /1-93
Arachis  hypogaea  /1-93


Populus  trichocarpa  /1-94
Populus  tremula  /1-94


Linum  usitatissimum  /1-95
Ricinus  communis  /1-95
Theobroma  cacao  /1-94
Manihot  esculenta  /1-95
Hevea  brasiliensis  /1-95


Gossypium  raimondii  1  /1-95
Gossypium  raimondii  2  /1-94


Vitis  vinifera  /1-95
Malus  domestica  /1-97
Prunus  persica  /1-97
Fragaria  vesca  /1-98


Citrus  clementina  /1-95
Citrus  sinensis  /1-95


Cucumis  sativus  /1-98
Cucumis  melo  ssp.  melo  /1-97
Castanopsis  sieboldii  /1-97


Actinidia  setosa  /1-101
Solanum  tuberosum  /1-93


Solanum  lycopersicum  /1-93
Nicotiana  tabacum  /1-93
Eucaliptus  grandis  /1-99
Lactuca  serriola  /1-99
Helianthus  exilis  /1-103


Helianthus  annuus  /1-103
Zea  mays  1  /1-105
Zea  mays  2  /1-105


Brachypodium  distachyon  /1-103
Oryza  sativa  ssp.  japonica  /1-107
Oryza  sativa  ssp.  indica  /1-107


Hordeum  vulgare  /1-102
Triticum  aestivum  /1-102


Triticum  turgidum  ssp.  durum  /1-102
Sorghum  bicolor  /1-104
Setaria  italica  /1-104


Panicum  virgatum  /1-104
Phyllostachys  edulis  /1-104


Picea  glauca  /1-91
Selaginella  moellendorffii  /1-97


Supplemental  Figure  1.  Multiple  sequence  alignment  of  plant  DDA1  proteins  obtained  using  
CLUSTALW2  software.


Supplemental  Data.  Irigoyen  et  al.  (2014).  Plant  Cell  10.1105/tpc.113.122234







Supplemental  Figure  2.  Maximum-likelihood  phylogenetic  tree  of  plant  DDA1  proteins.  
The  tree  was  built  and  visualized  using  MEGA  5  software  (http://www.megasoftware.net/)  
based  on  the  multiple  sequence  alignment  shown  in  Supplemental  Figure  1.  Plant  species  
in  which  full  length  DDA1  protein  could  be  identified  are  depicted.  The  more  distant  
homologs,  from  Sellaginella  moellendorffii  and  Picea  glauca,  were  used  as  an  outgroup  to  
root  the  tree.  The  number  next  to  each  node  indicates  the  bootstrap  value  as  a  percentage  
of  1000  replicates.  
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Supplemental  Figure  3.  


DDA1  detection  in  purified  CDD  fractions.


Magnification  of  the  immunoblot  panel  shown  in  Figure  1A  displaying  DDA1  
detection  in  gel  filtration  fractions  of  the  CDD  complex  from  cauliflower.  Brackets  
indicate  the  position  of  3  specific  bands  detected  by  anti-DDA1  antibody  but  not  
by  its  corresponding  preimmune  serum.  
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Supplemental  Figure  4


DDA1  binds  ABA  receptors  PYL4  and  PYL9  in  vivo.


(A)  Analysis  of  DDA1  interaction  with  PYL4  and  PYL9  by  BiFC.  Confocal  images  of  
Nicotiana  benthamiana  epidermal  cells  expressing  different  construct  combinations  
as  indicated  were  obtained.  Reconstitution  of  YFP  fluorescence  indicates  that  the  
corresponding  DDA1  and  PYL4  or  PYL9  fusions  directly  interact.  
(B)  DDA1  interaction  with  ABA  receptors  occurs  in  the  nucleus  as  shown  by  DAPI  
staining.  YFP  fluorescence,  DAPI  staining  of  nuclei,  and  merged  images  are  shown.  
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Supplemental  Figure  5


DDA1,  but  not  other  CDD  complex  components,  binds  ABA  receptor  PYL8  in  vivo.


Analysis  of  PYL8  interaction  with  known  components  of  the  CDD  complex  by  BiFC.  
Confocal  images  of  Nicotiana  benthamiana  epidermal  cells  expressing  different  construct  
combinations  as  indicated  were  obtained.  Reconstitution  of  YFP  fluorescence  occurred  
only  in  the  case  of  PYL8  and  DDA1  construct  combination,  indicating  interaction  between  
both  protein  fusions.  YFP  fluorescence  and  DAPI  staining  of  nuclei  are  shown.  
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Supplemental  Figure  6.  


DDA1  and  ABA  play  opposite  roles  in  the  control  of  PYL8  accumulation.


Immunoblot  analyses  of  3HA-PYL8  levels  (detected  using  anti-HA  antibody)  in  
8-d-old  oe3HA-PYL8/oeDDA1-GFP  and  control  (oe3HA-PYL8)  seedlings  treated  
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Supplemental  Figure  7.  


Analysis  of  3HA-PYL8  expression  levels  in  in  vivo  degradation  and  seed  


samples.


(A)  qRT-PCR  analysis  of  the  expression  of  the  3HA-PYL8  transgene  in  
8-d-old  oe3HA-PYL8/oeDDA1-GFP  and  control  (oe3HA-PYL8)  seedlings    


60)  in  the  presence  (+ABA)  
eEIF1   was  used  as  a  housekeeping  reference  


0)  conditions  in  each  case,  


(B  and  C)  qRT-PCR  analyses  of  the  expression  of  the  3HA-PYL8  transgene  in  
oe3HA-PYL8/oeDDA1-GFP  (B)  or  oe3HA-PYL8/cop10-4  (C)  and  control  
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Supplemental  Figure  8.  DDA1  and  COP10  control  PYL8  accumulation  in  seeds.  


(A)  Immunoblot  analyses  of  3HA-PYL8  levels  (detected  using  anti-HA  antibody)  in  
oe3HA-PYL8/oeDDA1-GFP  and  control  (oe3HA-PYL8)  seeds.  Both  lines  were  in  the  
pyl8-1  background.  Prior  to  protein  extraction,  imbibed  seeds  were  maintained  for  24  h  


used  as  negative  controls  in  western  blots.  Anti-RPT5  antibody  was  used  for  loading  
control  purposes.
(B)  Immunoblot  analyses  of  3HA-PYL8  levels  in  seeds  corresponding  to  the  pyl8-1  
(oe3HA-PYL8)  and  cop10-4/pyl8-1  (oe3HA-PYL8/cop10-4)  backgrounds.  Experimental  
conditions  were  as  in  (A).
Results  for  three  independent  biological  replicates  are  shown  in  both  (A)  and  (B).
Note  that  where  the  non-treated  (MS)  and  treated  (ABA)  lanes  appear  as  separate  gel  
strips,  these  were  derived  from  non-adjacent  lanes  from  the  same  exposure  of  blots  from  
single  gels;;  unrelated  intervening  lanes  were  excised  to  simplify  presentation.  
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Supplemental   Table   1.   Protein   identification   details   obtained   with   the   4800  


MALDI  TOF/TOF
TM


  proteomics  analyzer  (AB  SCIEX)  and  the  GPS  explorer  v3.6  


(AB  SCIEX)  software  package  combined  with  search  engine  Mascot  version  2.2  


(Matrix  Science)    


  


Column  headers  for  Protein  and  Peptide  data  are  as  follows:  
Protein  score:  The  score  calculated  by  the  Mascot  search  engine  for  each  protein.  
This   score   is   based  on   the   probability   that   peptide  mass  matches  are   non-random  
events.   If   the   Protein   Score   is   equal   to   or   greater   than   the  Mascot®   Significance  
Level   calculated   for   the   database   search,   the   protein   match   is   considered   to   be  
statistically  non-random  at  the  95%  confidence  interval.  Protein  score  =  -10*Log(P),  
where   P   is   the   probability   that   the   observed   match   is   a   random   event.   Expect:  
Protein  score  expectation  value.  RMS  error  (ppm):  RMS  error  of  the  set  of  matched  
mass   values,   in   ppm.   Sequence   coverage   %:   Percentage   of   protein   sequence  
covered   by   assigned   peptide  matches.  Unique  peptides:   The  number   of   peptides  
with   unique   sequences   matching   the   selected   protein.   Total   Ion   Score:   A   score  
calculated   by   weighting   Ion   Scores   for   all   individual   peptides   matched   to   a   given  
protein.   Peptide   Number:   Peptide   index   number   within   the   list   of   peptides  
associated   with   a   given   protein.   Start:   The   starting   position   of   the   peptide   in   the  
protein.   End:   The   ending   position   of   the   peptide   in   the   protein.   Observed:   The  
observed  monoisotopic  mass   of   the   peptide   in   the   spectrum   (m/z).  Mr   (Exp):   The  
experimental  mass  of  the  peptide  calculated  from  the  observed  m/z  value.  Mr  (Calc):  
The   theoretical   mass   of   the   peptide   based   on   its   sequence.   Delta   (Da):   The  
difference  between  the   theoretical  (Mr  (Calc))  and  experimental  (Mr  (Exp))  masses,  
in   daltons.  Miss:   Number   of  missed  Trypsin   cleavage   sites.   Ions   score:   The   Ions  
Score   is   calculated   by   the   Mascot   search   engine   for   each   peptide  matched   from  
MS/MS   peak   lists.   This   score   is   based   on   the   probability   that   ion   fragmentation  
matches   are   non-random   events.   If   the   Ion   Score   is   equal   to   or   greater   than   the  
Mascot®  Significance  Level  calculated  for  the  database  search,  the  peptide  match  is  
considered  to  be  statistically  non-random  at  the  95%  confidence  interval.  Ions  score  
=  -10*Log(P),  where  P  is  the  probability  that  the  observed  match  is  a  random  event.  
Expect:   Ions   score   expectation   value.   Peptide:   The   amino   acid   sequence   of   the  
selected  peptide.  Variable  Modification:  Variable  modification  type  on  the  peptide.  
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