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RESUMEN

El compuesto volatil fungico 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) forma parte de las
moléculas liberadas por Trichoderma atroviride en su interaccion con las plantas y
promueve la formacion de las raices laterales y el crecimiento de la raiz primaria a
través de mecanismos relacionados con la via auxinica (Garnica-Vergara et al.,
2015). ElI complejo MEDIADOR es un estructura mutiproteica conservada en los
eucariotes que controla la union entre la RNA polimerasa Il y los factores de

transcripcion a la region promotora de los genes (Carlsten et al., 2013).

En este trabajo encontramos que la subunidad MEDIADOR 16 (MED16) es un
regulador del efecto de la 6-PP durante la reconfiguracion de la arquitectura
radicular de Arabidopsis. Los estudios realizados revelaron que MED16 regula
negativamente la divisién celular en el meristemo de la raiz primaria y controla la
expresion de SHR, un factor de transcripcion involucrado en el mantenimiento del
meristemo Yy la regulacion de las divisiones asimétricas de las células iniciales del
cortex/endodermis. Los andlisis de expresion de la linea reportera de las auxinas
DR5:GFP mostraron que la regulacion negativa de MED16 sobre la proliferacion
celular es independiente a la acumulaciéon de auxinas en el meristemo de la raiz
primaria y los primordios de las raices laterales, en tanto que las lineas reporteras
WOX5:GFP, SHR:GFP y SCR:H2B:YFP en plantas silvestres y en la mutante
med16-2 sugieren que la 6-PP modula la actividad del nicho de células iniciales

por medio de MED16 en el meristemo de la raiz primaria.

PALABRAS CLAVE: Arabidopsis, 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP), auxinas,
MEDIADORZ16, proliferacion celular.



ABSTRACT

The lactone 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) synthesize is produced by
Trichoderma atroviride during its interaction with plants and promotes the
emergence of lateral roots and growth of the primary root through auxin-related
mechanisms (Garnica-Vergara et al., 2015). MEDIATOR comprises a conserved
mutiprotein complex that controls the binding of the enzyme RNA polymerase |

and the transcription factors to the gene promoter regions (Carlsten et al., 2013).

In this work we found that MEDIATOR 16 is required for the reconfiguration of the
root system architecture in response to 6-PP in Arabidopsis. We found that the
mutation of the MEDIATOR16 gene (med16-2) increases the length of the primary
root and the emergence of lateral roots. Our analyzes revealed that MED16
negatively regulates cell division in the primary root meristem and controls the
expression of SHR, a transcription factor involved in the maintenance of the
meristem and the regulation of the asymmetric cell division of the
cortex/endodermis initial cells. Analysis of the expression of the auxin-related
reporter DR5:GFP showed that the negative regulation of MED16 on cell
proliferation is independent of auxin accumulation in the root meristem and in
lateral root primordia, while the expression lines WOX5:GFP, SHR:GFP and
SCR:H2B:YFP in the mutant background med16-2 showed that 6-PP influence the

activity of stem cell niche via MED16 in the root meristem.

KEYWORDS: Arabidopsis, 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP), auxins,
MEDIADORZ16, cellular proliferation.



1. INTRODUCCION

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende de la capacidad del sistema
radicular para captar agua y nutrientes del suelo (Lépez-Bucio et al., 2003). La raiz
interactia dinamicamente con otros organismos, particularmente en la rizosfera,
una zona cercana a la raiz densamente poblada por bacterias y hongos. Algunas
especies microbianas manifiestan propiedades promotoras del crecimiento vegetal
(Plant Growth-Promoting, PGP, por sus siglas en inglés) debido a que pueden
estimular de forma directa el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la
produccion de fitohormonas como auxinas, citocininas y/o moléculas de
comunicacién como los compuestos organicos volatiles (COV). Se ha establecido
que los CQV tienen un importante papel en la comunicacion a larga distancia entre
microorganismos-microorganismos, plantas-plantas y microorganismos-plantas
(Ortiz-Castro et al., 2009; Venturi y Keel, 2016).

La lactona insaturada 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) es un COV producido por
hongos del género Trichoderma a la cual se le ha atribuido la capacidad de inhibir
el crecimiento de hongos fitopatégenos (Vinale et al., 2008; Kottb et al., 2015).
Recientemente se observé que la 6-PP modula el crecimiento de la raiz de
Arabidopsis mediante la estimulacion del transporte de auxinas y la expresion de
los receptores de auxinas TIR1, AFB2, y AFB3 y los factores de transcripciéon
ARF7 y ARF19 en los primordios de las raices laterales, ademas de EIN2, un
factor clave en la sefalizacion por etileno, que también modula la percepcion de la

6-PP en la raiz primaria (Garnica-Vergara et al., 2015).

Las auxinas son fitohormonas necesarias para el control de la proliferacion, la
expansion y la diferenciacion celular durante el desarrollo vegetal ya que controlan
la expresion de los genes que regulan la division celular (De Veylder et al., 2007).
Por otra parte, la expresion genética comprende varios procesos entre los que se
incluye a la transcripcion, donde el DNA de un gen es transcrito en RNA
mensajero por la enzima RNA polimerasa Il (RNA pol II; Hahn, 2004). Un elemento
imprescindible de la transcripcion es el complejo MEDIADOR (CM), el cual sirve

como estructura de andamio para la union de diversos factores de transcripcion y



la RNA pol Il a la regién promotora de los genes (Hahn., 2004; Carlsten et al.,
2013). EI CM es un complejo multiproteico necesario para la regulacion la
expresion de los genes asociados con el desarrollo vegetal y la tolerancia a estrés
bidtico y abiético (Dwivedi et al., 2017).

Partiendo con la premisa de que el CM forma parte del control de la expresion de
los genes implicados en el crecimiento y el desarrollo vegetal, el presente proyecto
de investigacion plantea dilucidar cudél es la funcion del gen MEDIADOR16 en el
control del crecimiento radicular de Arabidopsis thaliana y en la regulacion del

crecimiento modulado por la 6-PP.

2. ANTECEDENTES

2.1.Sistema radicular de Arabidopsis

2.1.1. Laraiz primaria

La raiz primaria de Arabidopsis esta conformada por tejidos organizados en
capas conceéntricas sobrepuestas alrededor del haz vascular que consta del xilema
y el floema. Partiendo desde el haz vascular como eje central, las capas se
organizan de la siguiente forma: periciclo, endodermis, cortex y epidermis. En el
apice de la raiz también se encuentran la columnela y la cofia lateral de la raiz,
dos tejidos de proteccion contra la abrasion provocada por el suelo. A pesar de
poseer diferente identidad celular, todos los tejidos surgen a partir del meristemo
de la raiz (Schiefelbein et al., 1997). La raiz primaria se divide longitudinalmente
en cuatro zonas: |) meristematica, Il) transicion, Ill) elongacion y 1V) diferenciacion
(Fig. 1A).

En la primera zona se localiza el meristemo radicular, constituido por el centro
quiescente (CQ), las células iniciales del xilema, el floema, el periciclo, el

cortex/endodermis (CICE), la epidermis, la columnela (CIC), la cofia lateral de la



raiz y por las células hijas formadas a partir de las divisiones asimétricas de las
células iniciales (Fig. 1C) (Dolan et al., 1993; Dolan et al., 1994; Scheres et al.,
1994). Al CQ lo constituyen cuatro células que se dividen en raras ocasiones para
reorganizar el nicho de células iniciales ante un dafio o estrés ambiental. El CQ
también es necesario para mantener indiferenciadas a las células iniciales, es
decir el CQ conserva la pluripotencia (Van den Berg et al., 1997; Heyman et al.,
2013). Por otra parte, las células iniciales se dividen asimétricamente para
renovarse a si mismas y para generar nuevas células hijas que continlan
dividiéndose hasta que se diferencian y adquieren la identidad del tejido
correspondiente. A la agrupacion del CQ y de las células iniciales se les denomina
como nicho de células iniciales (NCI) y al conjunto de células hijas que
conformaran el cuerpo del sistema radicular se les denomina como nicho de

células proliferativas (NCP).

La actividad mitética del NCP disminuye conforme se alejan de la influencia del
CQ y alcanzan la zona de transicion para comenzar a incrementar su tamafio
celular. En la zona de elongacion, las células detienen su actividad mitética y se
expanden (Forouzesh et al., 2013). En la zona de diferenciacién las células
gradualmente detienen el proceso de elongacion y finalmente alcanzan su tamafio
y forma definitiva. La zona de diferenciacion de los pelos radiculares se distingue
por la diferenciacion de las células protovasculares en xilema y floema, y por la
aparicion de los pelos radiculares los cuales se forman a partir células epidérmicas
especializadas (tricoblastos). Mas arriba también se localiza la zona de
diferenciacion de las raices laterales (Fig. 1B) (Dolan et al., 1994; Mahonen et al
2000; Grierson et al., 2014).
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Figura 1. Anatomia del sistema radicular de Arabidopsis thaliana. Fotomontaje de micrografias
obtenidas por microscopia de interferencia diferencial de la raiz de Arabidopsis thaliana. (A) Representacion
de las zonas del crecimiento de la raiz primaria. El contorno negro sobre las células corticales representa las
etapas del crecimiento y desarrollo celular. En el meristemo las células son mitéticamente activas. En la zona
de transicion las células comienzan a expandirse polarmente. En la zona de elongacién las células pierden su
capacidad mitética y continGan expandiéndose. Finalmente en la zona de diferenciacion las células alcanzan
su longitud final y algunas células epidérmicas especializadas se diferencian en tricoblastos para originar a los
pelos radiculares. (B) Surgimiento de las raices laterales en la zona de diferenciacion de estos érganos. (C)
Organizacion de las células del meristemo radicular. El color café marca al centro quiescente, el cual esta
rodeado por las células iniciales marcadas por lineas diagonales. Los colores indican los diferentes tejidos que
conforman a la raiz (modificado de De Smet, 2012; Barrada et al., 2015).

2.1.2. Las raices laterales

Las raices laterales (RL) son estructuras alternadas y espaciadas que se
localizan en la zona de diferenciacion de la raiz primaria (De Smet et al., 2007), su
funcion principal es la captacién de nutrientes y agua del suelo. La organizacion
celular de las RL es similar al de la raiz primaria. Sin embargo, las RL son 6rganos

gue se originan postembrionariamente a partir de células del periciclo adyacentes



a los polos del protoxilema especificadas como células fundadoras de las raices
laterales (CFRL) (Dolan et al., 1993; Dubrovsky et al., 2008; De Smet et al., 2007;
Parizot et al., 2008).

Una vez que las células del periciclo han sido especificadas como CFRL una serie
de divisiones periclinales y anticlinales dan forma a los primordios de las raices
laterales (PRL) para crear un nuevo 6rgano lateral. La formacion de los PRL
involucra dos grandes fases del desarrollo: la primera es la fase temprana de la
morfogénesis, la cual se divide en las etapas I-IV del desarrollo: en la I, las CFRL
se dividen anticlinalmente para crear una capa longitudinal paralela al periciclo de
aproximadamente de 8-10 células pequefias. Después de un periodo de
expansion radial, en la etapa I, las células hijas centrales se dividen
periclinalmente para formar una nueva capa sobrepuesta (interna y externa). En la
[l las células centrales de la capa externa se dividen de manera periclinal para
formar una nueva capa sobrepuesta (externa 2). En la etapa IV las células de la
capa interna se dividen periclinalmente para formar la capa interna 2 confinada
entre la capa interna 1 y la capa externa 1. De esta forma se crea un PRL con

cuatro capas celulares confinadas entre el periciclo y la endodermis (Fig. 2).

La segunda fase incluye la formacion del meristemo y se divide en las etapas V-
VII. La formacion del meristemo comienza con el establecimiento de un CQ en las
células centrales de la segunda capa mas externa del PRL en etapa V. Ademas,
en las etapas V-VII divisiones sucesivas periclinales y anticlinales en las capas
mas externas dan origen a la endodermis, el cortex y la cofia de la raiz (Fig. 2)
(Malamy y Benfey 1997; Goh et al., 2016).
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Figura 2. Modelo del desarrollo de los primordios de raices laterales de Arabidopsis. El desarrollo de los
primordios es bifasico con una fase temprana de la morfogénesis donde se forman hasta cuatro capas
celulares por division asimétrica periclinal de las capas internas (11, 12) y de las capas externas (E1, E2). En la
fase de la formaciéon del meristemo, desde la etapa V del desarrollo ocurre el establecimiento del centro
quiescente (CQ) y la formacion de la endodermis, el cortex y cofia de la raiz (modificado de Goh et al., 2016).

2.2.Mantenimiento del meristemo radicular

2.2.1. Nicho de las células iniciales

El funcionamiento del meristemo requiere de un centro quiescente (CQ)
funcional y del equilibrio entre el estado indiferenciado/diferenciado de las células
iniciales, relacionado con la expresion del factor transcripcional WUSCHEL-
RELATED HOMEBOX 5 (WOX5). El factor WOX5 se expresa en las células del
CQ e impide su division a través de la represion de la actividad de las proteinas
ciclina D (CYCLIND3;1 y CYCLIND3;3), es decir, WOX5 es necesario para
establecer la quiescencia del CQ (Forzani et al., 2014). El factor WOX5 también
mantiene indiferenciadas a las células iniciales que rodean al CQ, al movilizarse
desde el CQ hacia dichas células. En este sitio, WOX5 recluta a los correpresores
TOPLESS/TOPLESS-RELATED (TPL/TPR) y a la HISTONA DESACETILASA19
(HDA19) para reprimir la expresion del gen que codifica para el factor CYCLING
DOF FACTOR (CDF4), el cual permite la diferenciacion de las células iniciales de
la corteza (Fig. 3) (Pi et al., 2015).
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Figura 3. Modelo del mantenimiento indiferenciado de las células iniciales de la columnela (CIC).
WOX5 es un factor mévil que migra desde el CQ hacia las CIC donde recluta a los correpresores TPL, TPRy
HDA19, los cuales reprimen la expresion del factor CYCLING DOF FACTOR (CDF4) (modificado de Pi et al.,
2015).

Los genes PLETHORA (PLT), miembros de la familia AINTEGUMENTA-LIKE
(AIL), codifican para proteinas que presentan el dominio APETALA2/ETHYLENE
RESPONSE FACTOR (AP2/ERF). A las PLT se les ha asignado funciones
redundantes debido a que en las mutantes sencillas pltl y plt2 se observo la
diferenciacion de las CIC y la reduccion del tamafio del meristemo; mientras que
en la doble mutante pltlplt2 ocurre la diferenciacion de las CIC y una marcada
reduccion en el crecimiento de la raiz primaria (Aida et al., 2004). En cambio, la
triple mutante pltl plt2 plt3 carece de raiz (Galinha et al., 2007). No obstante, la
expresion ectopica de PLT1 o PLT2 resulta en la proliferacion de las células
iniciales, asi como en la formacién ectopica del NCI (Dinneny y Benfey, 2008;
Galinha et al., 2007).



Los factores SHORT-ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) que pertenecen a la
familia de proteinas GRAS (nombrados asi por: GIBBERELLIC-ACID
INSENSITIVE, REPRESSOR of GAlI y SCARECROW), también son requeridos
para el mantenimiento del meristemo radicular. En el CQ el complejo SHR-SCR
promueve la expresion de WOX5 (Sarkar et al., 2007). El factor SCR se expresa
en las células precursoras del CQ durante la embriogénesis, en las células
iniciales del cortex/endodermis (CICE) y en las células de la endodermis
(Wysocka-Diller et al., 2000). La mutante con pérdida de funcién scr-1 carece del
CQ y de las CIC, lo que conduce a la pérdida del meristemo, por lo que se
concluye que SCR es indispensable para la especificacion del CQ y para el
establecimiento de las células iniciales (Sabatini et al., 2002). Por otra parte, SHR
se expresa en el haz vascular de la raiz de Arabidopsis y se moviliza posiblemente
a través de plasmodesmos con ayuda de SHORT-ROOT INTERACTING
EMBRYONIC LETHAL (SIEL) hacia el CQ, la endodermis y las CICE donde regula
positivamente la expresion de SCR (Nakajima et al., 2001; Heidstra et al., 2004;
Wu y Gallagher, 2014). Por otra parte, el complejo SHR/SCR actia en paralelo
con las PLT para el mantenimiento del NCI (Aida et al., 2004).

2.2.2. Control de las divisiones asimétricas en el meristemo de la raiz
primaria

Las células iniciales se dividen asimétricamente para producir dos células
con diferentes destinos celulares: una de ellas adquiere la identidad de inicial y
permanece adyacente al CQ, mientras que la otra célula hija se diferencia y
continua dividiéndose simétricamente (Pillitteri et al., 2016). El factor WOX5 y la
proteina CYCDS3, ciclina que regula la transicion entre las fases G1-S del ciclo
celular, promueven la division asimétrica de las CIC en la embriogénesis (Sarkar
et al.,, 2007). Los factores FEZ y SOMBRERO (SMB) regulan directamente la
actividad asimétrica de las CIC (Willemsen et al., 2008). El factor FEZ se expresa
en las CIC para activar la division asimétrica y en las células hijas activa la

expresion de SMB; en cambio, SMB regula negativamente la expresiéon de FEZ



para reprimir posteriores divisiones y promover la diferenciacion de las células
hijas (Fig. 4A) (Willemsen et al., 2008). El factor SMB actia en paralelo con el
represor RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) y las proteinas Auxin Response
Factor (ARF) ARF10 y ARF16 para regular la division y diferenciacion celular
(Bennet et al., 2014). El represor RBR ejerce su actividad mediante el secuestro y
represion de los factores de transcripcion E2F. En Arabidopsis los factores E2FA 'y
E2FB promueven la expresion de genes requeridos para la sintesis del DNA en la
fase S y la posterior division celular. Ademas, el factor E2FA también controla la
expresion de los genes requeridos para la diferenciacion celular. Mientras que las
proteinas ARF10 y ARF16 determinan el numero y la localizacion de las iniciales
de la cofia lateral (Wang et al., 2005; Wildwater et al., 2005; Magyar et al., 2012).

El complejo nuclear SHR-SCR regula la actividad asimétrica de las células
iniciales, un ejemplo muy estudiado son las divisiones que generan a los tejidos
del cértex y la endodermis. La formacion del cortex y la endodermis comienza con
la divisidn asimétrica anticlinal de CICE, la cual genera dos células iniciales: una
que renueva a la anterior célula inicial y la otra es la célula inicial del
cortex/endodermis hija (CEH). A su vez, la CEH se divide asimétricamente de
manera periclinal para producir una célula interna que se desarrolla como
endodermis y otra externa que se diferencia como cortex (Fig. 4 C, D). La divisiéon
asimétrica de CEH esta controlada por el complejo SHR-SCR. Para ello, el factor
SHR se moviliza desde las células protovasculares hacia la endodermis donde se
une a SCR. A su vez, el complejo SHR-SCR promueve la transcripcion de SCR,
creandose de esta forma una retroalimentacion positiva que limita el movimiento
de SHR solo a las células que se diferenciaran como endodermis (Fig. 4 C, D)
(Abrash y Bergmann, 2009). Especificamente, el complejo SHR-SCR y elementos
adicionales como las proteinas RBR y CYCDG6;1 regulan la division asimétrica. En
el modelo planteado, la proteina RBR se une al factor SCR para reprimir las
divisiones asimétricas de la CICE y CEH. Por el contrario, el complejo SHR-SCR
activa la expresion de CYCDG6;1, cuya proteina se une a CYCLIN DEPENDENT
KINASE B1 (CDKB1) para formar el complejo CYCD6;1-CDKB1 que disocia la
union de RBR-SCR (Fig. 4 C, D) (Sozzani et al., 2010; Cruz-Ramirez et al., 2012).



En otro escenario se ha planteado que la CDKA;1 y RBR1 son los principales

determinantes que permiten el inicio de las divisiones asimétricas (Weimer et al.,
2012).

Linaje celular
de las CICE

Linaje celular de las CIC

Figura 4. Divisiones asimétricas en la raiz de Arabidopsis. (A) Division asimétrica de las células iniciales
de la columela (CIC). El factor FEZ se expresa en las células iniciales y en las hijas donde activa a SMB para
iniciar la diferenciacion. (B) La célula inicial de la cofia lateral de la raiz/epidermis (CLR/Epi) entra en
divisiones asimétricas periclinales para generar a la célula hija de la cofia lateral de la raiz y por division
anticlinal a la epidermis. (C) Sistema de divisiones asimétricas de la célula inicial cortex/endodermis (CICE).
SHR migra desde el haz vascular hacia la célula inicial del cértex/endodermis para activar a SCR y promover
la division asimétrica. En la endodermis SHR y SCR crean una retroalimentacion positiva de la expresion de
SCR para limitar el movimiento de SHR y especificar el destino celular de la endodermis. (D) La divisién
asimétrica anticlinal de la inicial CICE genera un precursor intermedio, que se divide periclinalmente para
originar a la endodermis y el cortex (modificado de Abrash y Bergmann, 2009).
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2.3.Morfogenos de laraiz de Arabidopsis

El crecimiento y diferenciacion de la raiz de Arabidopsis estan coordinados
por fitohormonas con diferentes identidades quimicas. Las fitohormonas son
moléculas enddgenas que actlan a concentraciones bajas, no tienen una funcién
nutricional sino que actuan como compuestos de sefializacion que modulan la
fisiologia y el desarrollo vegetal (Sauer et al., 2013). Las auxinas son fitohormonas
que cumplen funciones esenciales en el control de la proliferacion, la elongacion y
la diferenciacidon celular, en conjunto con las citocininas y el etileno (Stepanova y
Alonso, 2009; Bishopp et al., 2011).

2.3.1. Las auxinas

La auxina natural mas abundante en las plantas es el acido indol-3-acético
(AIA) y hasta el momento es la mejor estudiada. Las auxinas se sintetizan en los
cotiledones, las hojas jovenes y el apice de la raiz de Arabidopsis a partir de rutas
metabdlicas dependientes e independientes del Triptofano (Trp). En las rutas
dependientes del Trp, el precursor del AlA es el L-Trp, el cual se sintetiza a partir
del corismato como producto final de la ruta del shikimato (Ljung et al., 2001;
Ljung et al., 2005; Ljung, 2013). Con base en los intermediarios que participan en
la formacion del AlA, se han caracterizado cuatro rutas dependientes del Trp. En
la ruta del indol-3-acetaldoxima (IAOX), la conversion de L-Trp a IAOX esta
catalizado por las enzimas homologas al citocromo p450 CYP79B2 y CYP79B3
encontradas casi exclusivamente en especies de la familia Brassicaceae. El IAOX
es un metabolito secundario utilizado para la defensa, como los glucosinolatos y la

camalexina, ademas del indol-3-acetonitrilo, un precursor del AlA.

En la ruta del indol-3-acetamida (IAM), la conversion del L-Trp en IAM ha sido bien
estudiada en bacterias (Agrobacterium tumefaciens), mientras que en plantas, solo
se ha logrado detectar la presencia de 1AM y las hidrolasas IAM (AtAMI1, NtAMI1)
gue transforman al IAM en AIA. Ademas, las mutantes cyp79b2 y cyp79b3 tienen
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niveles bajos de IAM por lo que se cree el IAOX esta involucrado en la

homeostasis de IAM.

Inicialmente se creia que en la ruta de la Triptamina (TAM), TAM era un precursor
utilizado por la familia de enzimas flavin monooxigenasa YUCCA (YUC) para
sintetizar AIA. Sin embargo, esto fue cuestionado a partir de que se observo que
las enzimas YUC parecen estar mas relacionadas con la ruta del acido indol-3-
piruvico (AIP). En la ruta del AIP participa la enzima triptéfano aminotransferasa
TAAL, la cual cataliza la conversion de L-Trp en AIP para que posteriormente las
enzimas YUC catalicen la conversion del AIP en AIA (Fig. 5) (Mashiguchi et al.,
2011; Korasick et al., 2013; Ljung, 2013). El genoma de Arabidopsis contiene 11
genes YUC. La sobreexpresion de los genes YUC con el promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor (35S::YUC1, 2, 4, 6) produce defectos en el desarrollo de
Arabidopsis relacionados con la sobreproduccion de auxinas, mientras que en la
triple mutante yuclyuc2yuc6 al igual que la mutante del gen WEI8 que codifica
para TAAl (wei8-1) provoca defectos en el desarrollo relacionados con la
deficiencia de auxinas (Cheng et al., 2006; Stepanova et al., 2008). A la fecha, se
considera que la ruta que involucra al intermediario AIP es la principal via de la
biosintesis de las auxinas, debido al impacto que tienen las enzimas YUC y TAA1
sobre el desarrollo de Arabidopsis.
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Figura 5. Rutas de la biosintesis de auxinas. Las flechas continuas indican las rutas vias donde se han
identificado las enzimas, en tanto que las flechas discontinuas denotan las rutas en las que no se han
identificado todos los elementos involucrados en la biosintesis de auxinas y pueden ser de uno o varios pasos
(modificado de Korasick et al., 2013).

2.3.2. Transporte de auxinas en el sistema radicular

El transporte y la biosintesis local de auxinas generan un gradiente en el
apice de la raiz primaria y las RL con un maximo en la columnela, el CQ y las

células del periciclo que dan lugar a las RL (CFRL y PRL) (Sabatini et al., 1999;
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Benkova et al.,, 2003). Las auxinas son transportadas por dos mecanismos
interconectados: uno rapido y no direccional que sigue el flujo dictado por los
tejidos maduros del floema. El otro direccional y lento, controlado por las proteinas
que permiten el transporte polar de auxinas (TPA) célula a célula. EI TPA es un
sistema preciso y necesario para la formacion del gradiente auxinico y el
mantenimiento del maximo de auxinas en el apice de la raiz (Grieneisen et al.,
2007).

Para describir el movimiento auxinico en el TPA, se utiliza al modelo de “influjo” y
“eflujo” basado en la quimiosmosis del AIA y en la orientacion celular de los
transportadores. El AIA es un acido débil (pKa=4,75) que a pH &cido adquiere su
forma protonada (AIAH) y a pH neutro su forma anionica (AIA’), mientras que la
pared celular tiene un pH &cido de 5,5. En el medio extracelular, el AIAH es
transportado por difusion pasiva hacia el citoplasma (Fig. 6A), en cambio el AIA
es transportado en contra del gradiente electroquimico por las proteinas de influjo
AUXIN1 /LIKE-AUXIN1 (AUX1/LAX) (Fig. 6B). El pH del citoplasma es neutro asi
qgue el AIA se desprotona y su forma anidnica AlA- dificulta la difusidon hacia el
medio  extracelular (Grieneisen et al., 2007). Los transportadores
transmembranales de eflujo de la familia de proteinas PIN-FORMED (PIN) y la
subfamilia B de la ATP-binding cassette (ABCB) facilitan la difusién del AIA- hacia
el medio extracelular (Fig. 6C). Durante el transporte de auxinas las proteinas PIN
y AUX1/LAX aprovechan el gradiente electroquimico generado por la naturaleza
quimica de las auxinas mientras, que las proteinas ABCB1, 4, 19 transportan
auxinas en contra de gradiente al acoplar su transporte con la hidrolisis del ATP
(Geisler et al., 2017).

Arabidopsis tiene ocho genes PIN, que codifican para dos grandes subfamilias
proteinicas diferenciadas por la longitud el dominio central hidrofilico que separa a
los dominios terminales amino y carboxilo hidrofobicos. La subfamilia con mayor
longitud del dominio hidrofilico esta comprendida por las proteinas PIN1, PIN2,
PIN3, PIN4, PIN6 y PIN7, localizados asimétricamente en la membrana

plasmatica. La subfamilia con ausencia o menor longitud del dominio hidrofilico
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esta formada por las proteinas PIN5 y PIN8, principalmente involucradas en la

acumulacion de las auxinas (Kre¢ek et al., 2009).
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Figura 6. Transporte de auxinas a través de la membrana plasmatica. (A) Las auxinas en su forma
protonada (AIAH) son transportadas por difusion pasiva hacia el citoplasma. (B) Las auxinas en su forma
anionica (AlA") fluyen por las proteinas AUX1/LAX en contra del gradiente electroguimico. (C) ElI pH
citoplasmaético provoca la desprotonacion de las auxinas. Esta forma anidnica (AIA") requiere de las proteinas
PIN1, 2, 3, 4, 7 y ABCB1, 4, 19 para ser transportado hacia el medio extracelular. Algunas auxinas citosoélicas
se acumulan en el lumen del Reticulo Endoplasmico (RE) por la proteina PIN5. Las proteinas ABCB necesitan
de la energia donada por la hidrolisis del ATP para transportar a las auxinas hacia el medio extracelular
(modificado de Petrasek y Friml, 2009).

Las auxinas fluyen hacia el apice de la raiz a través del floema y son descargadas
en las células del protofloema por accion del transportador AUX1. El destino
acropetalo hacia el 4pice de la raiz ocurre por los transportadores PIN1, PIN3 y
PIN7. En la columnela, PIN3 y PIN7 redirigen el flujo auxinico hacia la epidermis y

la cofia lateral de la raiz. En la epidermis y el cértex, PIN2 redirige el flujo de
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auxinas desde el meristemo hacia la zona de elongacion apoyado por AUX1 y
ABCB4, mientras que PIN1, PIN3 y PIN7 reingresan las auxinas de la epidermis
al haz vascular (Petrasek y Friml, 2009).

El transporte de auxinas es crucial durante la iniciacion y el desarrollo de las RL.
Para ello, las proteinas PIN1 de las CFRL se relocalizan periclinalmente para
redirigir el flujo de auxinas a los tejido internos proliferativos de los PRL. PIN1 se
expresa en las capas internas de los PRL en la etapa Il del desarrollo. PIN3 y
PIN4 lo hacen en la base del primordio a partir de la etapa V en las células
precursoras de la columela. PIN6 y PIN7 se expresan en las etapas tempranas y

en las margenes del PRL en las etapas tardias (Benkova et al., 2003).

2.3.3. Sefalizacion de auxinas

La respuesta celular en las zonas del crecimiento depende de la
concentracion de auxinas, del sistema de percepcion de auxinas y de los factores
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) que activan o reprimen la expresion génica.
Se ha propuesto dos sistemas de percepcion de auxinas: el SCFTRIAFE.AUX/IAA
[SCF (SKP, CULLIN, F-BOX), TIR1/AFB (TRANPOSRT INHIBITOR
RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX), AUX/IAA (AUXIN/INDOL-3-ACETIC
ACID)] y ABP1 (AUXIN BINDING PROTEIN). Sin embargo, han surgido opiniones
divididas sobre la participaciéon de ABP1 durante el desarrollo vegetal debido a que
las mutantes nulas abplcl y abpl-TD1 no presentan el fenotipo de resistencia a
las auxinas y que el fenotipo anteriormente atribuido a las mutantes abpl no fue
consecuencia de la afectacion en la secuencia del gen ABP1 (Strader y Zhao,
2016).

La percepcién de auxinas por el complejo SCFTRM-AFB.AUX/IAA regula la actividad
de los factores transcripcionales ARF antes del inicio de la transcripcion genética.
La transcripcién depende de los niveles de concentracion de auxinas. Cuando la
concentracion de auxinas son bajas, el represor AUX/IAA se encuentra unido a los

factores ARF, blogueando la transcripcion de los genes. Adicionalmente, los
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represores AUX/IAA reclutan a los correpresores TOPLESS (TPL) y TOPLESS
RELATED (TPR), los cuales impiden la actividad transcripcional mediante el
reclutamiento de desacetilasas de histonas (HDAC) (Fig. 7A). El correceptor
TIR1/AFB esta incorporado al complejo ubiquitina ligasa E3 SCFR-AFB Cuando
las concentraciones de auxinas son altas, estas se unen al correceptor TIR1-AFB,
que a su vez recluta a los represores AUX/IAA hacia el complejo SCFTRIAFE g
cual ubiquitina al represor y permite su degradacion proteolitica por el proteosoma
26S. Cuando los represores AUX/IAA son degradados, los ARFs se liberan para
promover la transcripcion de los genes de respuesta a las auxinas (Fig. 7B)
(Calderdn-Villalobos et al., 2010; Strader y Zhao, 2016; Weijers y Wagner, 2016)
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Figura 7. Sefializacion de las auxinas. (A) Cuando los niveles de las auxinas son bajos el represor AUX/IAA
se une a los factores ARF y recluta a los correpresores TPL/TPR impidiendo la transcripcion de los genes de
respuesta a las auxinas. (B) Los niveles altos de auxinas promueven la transcripcion al permitir que el
correceptor TIR1/AFB reclute al represor AUX/IAA hacia el complejo ubiquitina ligasa SCFTRVAFB g| cual le
agrega una cola de ubiquitinas mediante las enzimas E1, E2 y E3 y promueve su degradacion mediante el
proteosoma 26S liberando asi a los factores ARF (modificado de Calderdn-Villalobos et al., 2010).
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2.4.Las auxinas como reguladores del crecimiento de laraiz primaria y el
desarrollo de las raices laterales

2.4.1. Las auxinas controlan la especificacion de las células iniciales y las
divisiones celulares en el meristemo de la raiz primaria

Las auxinas coordinan el crecimiento de la raiz primaria a través de la
regulacion de la expresion de los factores involucrados en el establecimiento del
NCI y la promocion de la division celular del NCP. Por ejemplo, la acumulacion de
auxinas en el CQ promueve la expresion de los factores PLT, involucrados en el
establecimiento del NCI. Simultdneamente, los factores PLT controlan la expresion
de PIN1, PIN3 y PIN7 para crear una red de retroalimentacion que permite la
acumulacion de auxinas en el CQ (Aida et al., 2004; Blilou et al.,, 2005). La
expresion de los genes PLT sigue un gradiente de distribucion similar al auxinico
que delimita las zonas del desarrollo de la raiz primaria (Méahénen et al., 2014).
Los niveles altos de la expresién de los genes PLT provocan el establecimiento del
NCI; en cambio, niveles bajos de expresién inducen la actividad mitética y la
diferenciacion de las células hijas (Galinha et al., 2007). Mientras que las auxinas
contribuyen en el establecimiento del NCI también participan en la diferenciacion
de las CIC a través de la activacion de los factores ARF10 y ARF16, los cuales
restringen la expresion de WOX5 al CQ (Ding y Friml, 2010). Por otro lado, las
auxinas también coordinan el crecimiento de la raiz primaria por medio de: 1) la
divisién celular al inducir la expresion de los genes que codifican para proteinas
ciclinas y CDK que participan en la regulacion del ciclo celular (Hemerly et al.,
1993; Ferreira et al., 1994; Doerner y Celenza, 2000), Il) la elongacion celular al
inducir la expresion de los genes que codifican para las bombas de protones H*-
ATPasa y las proteinas expansinas, entre otras que modifican la pared celular
durante la expansion (Majda y Robert, 2018); y Ill) la inhibicién de la diferenciacién
celular al inducir la expresion de ARR7 y ARR19, dos reguladores negativos de la

via de las citocininas (Bishopp et al., 2011).
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2.4.2. Las auxinas controlan la formacion de novo de raices laterales

La formacién de las RL esta estimulada por el TPA y la biosintesis local de
auxinas (Bhalerao et al., 2002). Para entender la organogénesis de las RL es
necesario separar cada evento del desarrollo por médulos. En el primer moédulo
ocurre la “induccion” de las células del periciclo que se especificaran como CFRL,
que inicia con la acumulacion de auxinas en unas cuantas células del periciclo
paralelas al protoxilema en la zona de transicion de la raiz primaria. Después de la
especificacion de las CFRL, la expresion del transportador PIN3 se incrementa en
un pequefio grupo de células endodérmicas adyacentes a las CFRL. En el
segundo modulo, que se lleva a cabo en la zona de diferenciacién, las auxinas a
través de SOLITARY-ROOT (SLR)/IAA14 promueven la primera division
asimétrica anticlinal que origina dos células hijas flanqueadas por células
progenitoras mas grandes. La primera divisidbn asimétrica marca la etapa | de los
PRL. Posteriormente, en el tercer moédulo una respuesta maxima de auxinas
provocada por PIN1 coordina la proliferacion de las células hijas a través de
BODENLOS (BDL)/IAA12-MONOPTEROS (MP)/ARF5. En el cuarto modulo, las
auxinas transportadas por PIN3 a través de SHORT HYPOCOTYL2 (SHY2)/IAA3
provocan que las células de la endodermis pierdan volumen progresivamente
hasta que las membranas se fusionan para dejar paso al PRL en desarrollo. A
diferencia de las células endodérmicas, las auxinas transportadas por LAX3
inducen la separacion de las células del cértex y la epidermis a través de la
sefalizacion de SLR/IAA14 - ARF7-ARF19 para dejar paso al surgimiento de los
PRL (Fig. 8) (Lavenus et al., 2013; Perianez-Rodriguez et al., 2014; Vilches-Barro
y Maizel, 2015).
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Figura 8. Sefializacion de auxinas durante la formacion y desarrollo de las raices laterales. Modulo 1: la
especificacion de las células fundadoras de las raices laterales (CFRL) involucra al médulo de sefializacién
entre 1AA28 y los factores ARF5, 6, 7 y 19 en la zona de transicion de la raiz primaria. Modulo 2: la
acumulacién de auxinas activa al médulo de sefializacion 1AA14/SOLITARY ROOT (SLR)-ARF7, 19 para
promover la migracion de los nucleos hacia la membrana plasmatica compartida en las CFRL. Médulo 2 y 3:
los médulos de sefializacion IAA14/SLR-ARF7, 19 y BONDELOS (BDL)/IAA12-ARF5 son necesarios para el
inicio de la primera divisién asimétrica que marca la etapa | del desarrollo del primordio de la raiz lateral
(PRL). Conforme el PRL se desarrolla tiene que atravesar las capas superiores conformadas por la
endodermis, el cortex y la epidermis. Este proceso es facilitado por la remodelacion de la pared celular. El
surgimiento de las raices laterales es controlado por la activacion de los médulos 2 y 4. Modulo 4: las auxinas
a través del médulo de sefializacion SHORT HIPOCOTYL 2 (SHY)/IAA3 — ARF7 controlan la remodelacién de
la pared celular de la endodermis (modificado de Lavenus et al., 2013).

2.5.0rganismos promotores del crecimiento vegetal

Una caracteristica del sistema radicular vegetal es su capacidad para formar
relaciones complejas con los organismos que habitan la rizosfera. Estas
interacciones dependen de las condiciones ambientales y del intercambio de
compuestos nutrimentales y/o moléculas de sefalizacion. Las raices de las
plantas exudan diversos compuestos derivados de su metabolismo para atraer a
microorganismos entre los que se incluyen a los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGP, por sus siglas en inglés) como los hongos y bacterias.
Estos organismo secretan fitohormonas como las auxinas y compuestos organicos
volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) qgue modifican en el crecimiento vegetal,

entre otras respuestas (Ortiz-Castro et al., 2009; Venturi y Keel, 2016).
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Diversas especies del género Trichoderma establecen relaciones benéficas con
las plantas. Trichoderma mejora la resistencia al estrés biético y abiético mediante
la induccién de la resistencia sistémica (RISR, por sus siglas en inglés) y mediante
la promocién del crecimiento vegetal (Harman et al., 2004; Lopez-Bucio et al.,
2015). En particular, el mecanismo por el cual numerosas especies de
Trichoderma promueven el crecimiento vegetal no ha sido completamente
determinado. Contreras-Cornejo y col. (2009) reportaron que T. virens y T.
atroviride aumentan la acumulacion de biomasa de la parte aérea en plantas de
Arabidopsis y el crecimiento del sistema radicular mediante la produccion de dos
compuestos relacionados al AlA, llamados indol-3-etanol (IEt) e indol-3-
acetaldehido (AIA1d).

Los compuestos organicos volatiles (COV) incluyen moléculas pequefias (100-500
Da), hidréfobas y difusibles. Participan en la comunicacion a larga distancia entre
diferentes grupos biolégicos (Harman et al., 2004). El perfil de COV producidos por
Trichoderma varia entre especies. Sin embargo, es comun encontrar terpenos,
hidrocarburos, alcoholes y cetonas (Nieto-Jacobo et al., 2017). Los COV fungicos
funcionan como inductores de las respuestas de defensa contra patbgenos como
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, o Pythium ultimum y como promotores del
crecimiento vegetal (Vinale et al., 2008; Hung et al., 2013; Contreras-Cornejo et
al., 2014; Kottb et al., 2015). Anteriormente, Garnica-Vergara et al., 2015 reporté
que el perfil de COVs producidos por T. atroviride esta integrado por cetonas,
terpenos, alcoholes y por 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP), una alquil lactona clave

en la promocién del crecimiento vegetal.

2.5.1. La 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP) regula diferencialmente el crecimiento
de laraiz de Arabidopsis

La 6-PP es una lactona insaturada formada por el isGbmero 2H-pirano
sustituido en su carbono 2 con un grupo funcional cetona y en el carbono 6 con un
grupo pentil. La propiedad de la 6-PP como inductor del crecimiento vegetal fue
explorada en plantas de tomate (Lycopersicum esculentum), donde reportaron que
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la aplicacion del compuesto en las hojas incrementé la biomasa y el desarrollo del
sistema radicular (Vinale et al., 2008). En plantulas de Arabidopsis thaliana
crecidas durante 10 ddg, la 6-PP afectd la produccion de biomasa de la parte
aérea y el desarrollo del sistema radicular (Fig. 9 A-D). Garnica-Vergara y col.
(2015), observaron que 75 pM fue la Unica concentracidon que estimulo el
crecimiento de la raiz primaria, mientras que a partir de 125 uM se presenté el
efecto contrario (Fig. 9E). La 6-PP también estimuld el surgimiento de las RL
principalmente a 75-125 uM, mientras que a partir de 175 uM el nimero de RL fue
similar al control (Fig. 9F). A diferencia de la raiz primaria, la 6-PP estimulé la
emergencia de las RL de manera dependiente de la concentracion. Como se
muestra en la grafica de la densidad de las RL de la Figura 9G, la cual se calculd
al dividir el nimero de RL entre la longitud de la raiz primaria. Se observé que a
partir de 125 uM la 6-PP incrementd la densidad de las RL; es decir, el nUmero de
RL por centimetro de raiz primaria. Por lo tanto, los anteriores resultados indican
que la 6-PP regula diferencialmente el crecimiento de la raiz de Arabidopsis al
inhibir el crecimiento de la raiz primaria y promover el surgimiento de las RL

(Garnica-Vergara et al., 2015).
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Figura 9. Efecto de la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) en el crecimiento de Arabidopsis thaliana. (A-D)
Fotografias representativas de las plantulas de Arabidopsis thaliana crecidas en (A) medio MS 0,2X
suplementado con (B) 75, (C) 125 y (D) 150 uM de 6-PP. (E) Longitud de la raiz primaria. (F) Namero de
raices laterales emergidas por planta. (G) Densidad de las raices laterales (nimero de raices laterales por
centimetro de raiz primaria) (modificado de Garnica-Vergara et al., 2015).
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El fenotipo radicular mostrado a partir de 125 uM de 6-PP fue similar al provocado
por la administracion de auxinas exdgenas, en el que concentraciones crecientes
de 0.01-1 pM de AIA provocan la inhibicién del crecimiento de la raiz primaria e
indicen la formacién de las RL (Eliasson et al., 1989; Okumura et al., 2013). Por lo
que Garnica-Vergara y col. (2015) analizaron la distribucion de las auxinas en el
apice de la raiz primaria, los PRL y las RL emergidas en la linea reportera de las
auxinas DR5:GFP de Arabidopsis en respuesta a la aplicacion de 75y 150 uM de
6-PP (Fig. 10). La 6-PP no modificé la expresion del reportero DR5:GFP en al
apice de la raiz primaria ni en las RL emergidas (Fig. 10 A-F). Sin embargo, los
tratamientos con la 6-PP incrementaron la expresion de DR5:GFP en las etapas |
y V del desarrollo de los PRL (Fig. 10 G-L). Lo anterior indicé el incremento del
namero y la densidad de las RL causado por la acumulacion y/o la sefializacion de
auxinas en los PRL.

Para esclarecer el incremento en la respuesta auxinica en las etapas Il y V de los
PRL se analiz6 la expresion de los transportadores de eflujo de auxinas (PIN’s),
los cuales tienen una funcion fundamental en el TPA (Petrasek y Friml, 2009). En
las plantulas crecidas en medio MS 0.2X, los transportadores PIN1, PIN3 y PIN7
se expresaron en los haces protovasculares y la columnela; mientras que PIN2 se
expreso en los tejidos del cortex y la epidermis (Fig. 11 A, E, I, M). La adicion de
75 uM de 6-PP incrementoé la expresion de PIN1, PIN2 y PIN3 (Fig. 11 B, D, F, H,
J, L). Sin embargo, en 150 yM de 6-PP se observé para PIN1 y PIN2 el efecto
contrario, mientras que el incremento de la expresién de PIN3 se mantuvo (Fig. 11
C, D, G, H, K, L). A diferencia de los otros transportadores, la 6-PP reprimi6 la
expresion de PIN7 (Fig. 11 N-P). Lo anterior indica que la 6-PP modifica la
localizacion de los transportadores de eflujo de la familia PIN. Garnica-Vergara y
col. (2015) sugirieron que las bajas concentraciones de 6-PP provocan el
incremento de la expresion de los transportadores PIN, lo que a su vez aumenta el
transporte de auxinas hacia los PRL para impulsar el crecimiento de las RL,
mientras que altas concentraciones de 6-PP inhibieron el crecimiento de la raiz
primaria mediante la disminucion del flujo de auxinas hacia el meristemo debido al

bloqueo de la expresién de los trasportadores PIN1 y PIN7.

24



150 pM de 6-PP

Etapa Il del PRL RL emergida Apice de la raiz primaria

Etapa V del PRL

Figura 10. Efecto de la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) en la expresién de la linea de respuesta a auxinas
DR5:GFP. Plantulas transgénicas DR5:GFP fueron crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 75 y 150
UM de 6-PP se analizaron a los 5 dias después de la germinacion (ddg) mediante microscopia confocal. (A-C)
Apice de la raiz primaria. (D-F) Raices laterales (RL) emergidas. (G-1) Etapa |l del desarrollo de los primordios
de las raices laterales (PRL). (J-L) Etapa V del desarrollo de los PRL. Los insertos en (C, F, | y L) ilustran la
diferencia de expresion de DR5:GFP entre control (barra izquierda) y los tratamientos con 75 (barra media) y
150 uM de 6-PP (barra derecha) (modificado de Garnica-Vergara et al., 2015).
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Figura 11. Expresion de los transportadores de eflujo de auxinas PIN en el dpice de la raiz primaria en
respuesta a la 6-PP. Las lineas transgénicas (A-C) PINL1:PIN1::GFP; (E-G) PIN2::PIN2::GFP; (I-K)
PIN3::PIN3::GFP y (M-O) PIN7::PIN7::GFP de Arabidopsis fueron crecidas en (A, E, |, M) medio MS 0,2X
suplementado con (B, F, J, N) 75 uM y (C, G, K, O) 150 uM de 6-PP. Las plantulas con 5 ddg de edad fueron
suspendidas en solucién de yoduro de propidio y analizadas por microscopia confocal. Las graficas (D, H, L,
P) ilustran la expresion de cada gen reportero (modificado de Garnica-Vergara et al., 2015).
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2.6.El complejo MEDIADOR

El crecimiento de los organismos depende del estricto control espacio-
temporal de la expresion genética. En las plantas, como en todos los organismos
eucariontes, el ciclo celular que contribuye a la diferenciacion y la formacion de
nuevos tejidos y organos, depende de la expresion temporal de los genes que
codifican para las proteinas ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas (CDK,
por sus siglas en ingles), que regulan la entrada, la progresion y la salida del ciclo
en respuesta a sefiales del desarrollo intrinsecas y ambientales (De Veylder et al.,
2007). La expresion genética esta comprendida por distintos procesos entre los
que se incluye a la transcripcion. La transcripcion estid catalizada por RNA
polimerasas, que sintetizan moléculas de RNA tomando como base la secuencia
molde del DNA. En los eucariontes existen cinco clases de RNA polimerasas
(RNA pol I, II, HlIl, IV y V) involucradas en la sintesis de distintos tipos de RNA
(Paule y White, 2000; Zhou y Law, 2015). La RNA pol Il transcribe los genes en
RNA mensajeros (RNAm), que se utilizan para la sintesis de las proteinas durante
la traduccién (Hahn, 2004).

Un elemento imprescindible de la transcripcion es el complejo MEDIADOR (CM),
el cual se encarga de controlar la actividad y el reclutamiento de la RNA pol Il y los
factores de transcripcion asociados durante la formacién de la maquinaria
transcripcional conocida como el complejo de pre-iniciacion (Fig. 12) (Hahn., 2004;
Carlsten et al., 2013). EI CM es una estructura multiproteica conservada en los
eucariontes. Inicialmente fue identificado en levaduras y humanos (Kelleher et al.,
1990; Fondell et al., 1996; Berk, 1999; Gu et al.,, 1999) y recientemente en
Arabidopsis (Backstrom et al., 2007). EI numero de subunidades puede variar de
entre 25 a 33 proteinas dependiendo de la especie. Sin embargo, hasta la fecha
se han identificado solo 21 subunidades conservadas entre humanos, levaduras y
plantas (Backstrom et al., 2007). Las evidencias bioquimicas y bioinformaticas de
las subunidades que conforman el CM de levaduras, metazoos y humanos
revelaron una estructura compacta y modular formada por el modulo cabeza, el

modulo intermedio y el modulo cola. Ademas, en el CM existe el modulo cinasa o
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CDKS8, el cual consiste de las proteinas CDKS, ciclina C, MED12 y MED13
(Asturias et al., 1999; Dotson et al., 2000; Liu et al., 2001; Suzuki et al., 2002;
Bourbon et al., 2004; Robinson et al., 2015).

Activador

L

Potenciador Promotor

Figura 12. El complejo pre-iniciador de la transcripcién. La formacion del complejo de pre-iniciaciéon esta
caracterizada por la unién de un activador a la regidon potenciador, para promover el reclutamiento de los
factores de transcripcion generales y la RNA pol Il al promotor. Secuencialmente el complejo MEDIADOR y
los factores FTIlls se unen a la regidon promotora para estabilizar la maquinaria transcripcional. Los
nucleosomas que flanquean el promotor tienen un codigo de histonas las cuales indican el sentido de la
transcripcidn activa. Estas modificaciones epigenéticas incluyen la acetilacién de la histona H3 en las lisinas 9
y 14 (H3K9 / 14) y la metilaciéon de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4). La repeticion CTD de RNA pol Il
también se fosforila en cinco residuos de serina (modificado de Shandilya y Roberts, 2012).

En las plantas, el CM se caracteriz6 con base en la homologia con los genes MED
de Sacharomyces cerevisiae y Homo sapiens. En Arabidopsis, el CM esta formado
por 33 subunidades de las cuales cuatro solo se han encontrado en el CM de
plantas (Backstrom et al., 2007 Bourbon, 2008; Mathur et al., 2011). Las
subunidades del modulo CDK8 han sido evidenciadas mediante estrategias
bioinforméticas. Reportes recientes sobre la funcion de MED12, MED13 y CDK8
también han mostrado la presencia del modulo cinasa en las plantas (Gonzalez et
al., 2007; Gillmor et al., 2010; Raya-Gonzalez et al., 2017).

Las subunidades MED6, MED8, MED11, MED17, MED18, MED20, MED22,
MED28 y MED30 forman parte del médulo cabeza que interactia con la RNA pol Il
(Lariviere et al., 2012; Tsai et al., 2014). A su vez, el sub-complejo MED8-MED18-
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MED20 estabiliza la formacion del complejo de pre-iniciacion (Kim et al., 1994;
Lariviere et al., 2006; Takagi et al., 2006; Cai et al., 2010). Las subunidades
MED17 y MED21 se interconectan con el modulo cinasa a través de la subunidad
MED13 (Guglielmi et al., 2004). Baumli et al. (2005) observaron que MEDG6 al
formar un puente con MED7-MED21 causa un cambio conformacional que le
permite al modulo interactuar con la RNA pol Il. El gen ortélogo de MED1 no se ha
detectado en plantas, exceptuando a las algas rojas (Koschubs et al., 2010;
Mathur et al., 2011). Otra parte del CM esté integrada por el médulo cola formado
por las subunidades MED2, MED3, MED5, MED14, MED15, MED16 y MED23 que
mantienen contacto directo con los factores de transcripcién especificos y en
consecuencia vinculan al complejo unido al DNA con la RNA pol Il (Fig. 13).

Desde la identificacion del CM en plantas, diversos reportes han indicado su
funcion durante la regulacion del desarrollo vegetal, la sefializacion hormonal y la
tolerancia al estrés bidtico y abidtico. En el desarrollo vegetal, las subunidades
MED12 y MED13 del modulo CDK8 son reguladores globales necesarios para el
desarrollo embrionario, la organogénesis de los meristemos apicales del brote y la
raiz, y la etapa de floracion durante las fases de transicion del desarrollo de las
plantas (dormancia-organogénesis, fases juvenil-adulta y vegetativa-reproductiva)
(Gillmor et al., 2010, 2014; Ito et al., 2011). Estas proteinas participan en la
especificacion y el mantenimiento del NCI de la raiz primaria a través de la
modulacién de los transportadores PIN (Raya-Gonzélez et al., 2017). Al contrario
de MED12 y MED13, MED25 regula negativamente el transporte de las auxinas y
la transcripcion de los genes de respuesta a las auxinas asociados con la
proliferacion y la expansion celular en la raiz primaria y las RL de Arabidopsis
(Raya-Gonzalez et al., 2014). A su vez MED12 y MED13, MED8 y MED18
promueven la fase de floracién a través de FLOWERING LOCUS C (FLC), un
represor floral que participa en la ruta de vernalizacion (Kidd et al., 2009; Zheng et
al., 2013; Lai et al., 2014). La subunidad MED25 participa en el fotoperiodo al
regular la expresiéon de FLOWERING LOCUS T (FT) durante la fase de floracién
actuando cascada abajo del fitocromo B (PHYB) (Cerdan y Chory, 2003).
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Figura 13. Estructura teérica del complejo MEDIADOR (CM) de plantas. El complejo mediador esta
arreglado en cuatro médulos. Las subunidades marcadas con color azul representan al médulo cabeza, con
naranja al médulo intermedio, con verde al médulo cola y con purpura al médulo CDK8. (Modificado de
Samanta y Thakur, 2015). A las subunidades representadas en color salmén no se les ha incluido en ningn
modulo del complejo mediador. Las subunidades MED34, MED35, MED36 y MED37 son especificas de
plantas.

Modulo cabeza

2.6.1. MEDIADOR16

La subunidad MED16 se ha relacionado con la expresion de genes

asociados al desarrollo vegetal y a la tolerancia del estrés biotico y abidtico.
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MED16 promueve la fase de floracion en Arabidopsis, se ha observado que la
mutante sensitive to freezing (sfr6)/med16 florece tardiamente debido a la
desregulacion de la expresion de los genes asociados con el ritmo circadiano, que
a su vez regulan la expresion de los genes CONSTANS (CO) y FT que patrticipan
en la ruta que regula el fotoperiodo (Knight et al., 2008, 2009). En la tolerancia al
estrés abidtico, MED16 en conjunto con las subunidades MED2 y MED14 patrticipa
en la tolerancia al frio y al estrés osmético a través del control de la expresion de
los genes COR (COLD-REGULATED). En patrticular, estas subunidades reclutan a
la RNA pol Il durante la unién de los factores CBF (C-Box Binding Factor) a la
secuencia promotora de los genes COR (Boyce et al., 2003; Knight et al., 2009;
Hemsley et al., 2014).

Las plantulas mutantes med16 de Arabidopsis muestran un fenotipo clorético
cuando se cultivan en medio con niveles limitados de hierro (Fig. 14 A), al igual
gue presentan hipocétilos y cotiledones mas largos (Fig. 14 B, C) (Zhang et al.,
2014). El fenotipo clorético se debe a que MED16 regula la expresion de los genes
de captacion del hierro IRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER 1) y FRO2
(FERRIC REDUCTION OXIDASE 2) al modular la unién del complejo FIT/Ib bHLH
[FIT, (FER-LIKE IRON DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR) Ib
bHLH, (Ib basic Helix-Loop-Helix)] a la secuencia promotora de los genes IRT1 y
FROZ2 (Zhang et al., 2014).
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Figura 14. Fenotipo de las mutantes med16 de Arabidopsis. (A) Plantas mutantes med16 crecidas en
medio con y sin limitacion de hierro. (B) Comparacion de los cotiledones y el hipocétilo de Arabidopsis thaliana
ecotipo Wassilewskija (Ws) y la mutante med16-4. (C) Comparacion de las plantas Ws y med16-4 sembradas
en suelo (modificado de Zhang et al., 2014).

Resultados previos a este trabajo han sefialado que la mutante med16-2 también
es resistente a la inhibicién de la raiz primaria provocada por el compuesto volatil

6-PP (Fig. 15) (Barrera-Ortiz, comunicacion personal).
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Figura 15. Efecto de la 6-PP sobre la raiz primaria de la mutante med16-2. Semillas Col-0 y med16-2
fueron sembradas y crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 125 y 150 uM de 6-PP. Las plantas fueron

medidas a los 10 dias de edad (Barrera-Ortiz, comunicacion personal).
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3. JUSTIFICACION

Un componente critico de la transcripcién es el complejo MEDIADOR, el cual,
sirve como estructura de andamio para la unidon de diversos factores de
transcripcion y la RNA pol Il. La mutante med16 es resistente a la inhibicién del
crecimiento de la raiz primaria inducido por el volatil fangico 6-PP. Por lo tanto, es
importante determinar el posible mecanismo por el cual, MED16 regula el

desarrollo de la raiz en respuesta a dicho compuesto en Arabidopsis.

4. HIPOTESIS

MEDIADOR16 regula la respuesta de la raiz de A. thaliana al compuesto volatil 6-
PP por un mecanismo dependiente de genes implicados en el mantenimiento del

meristemo de la raiz primaria.

5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo general

Caracterizar la participacion del gen MEDIADOR16 de Arabidopsis en la respuesta

al compuesto volatil 6-PP durante el crecimiento radicular.

5.2.0bjetivos especificos

e Caracterizar la contribucion de MED16 en el desarrollo de la raiz de
Arabidopsis.

e Analizar el papel de MED16 en la configuracion del sistema radicular
de Arabidopsis en respuesta al volatil 6-PP.

e Evaluar la participaciéon de las auxinas en la regulacién del crecimiento

de la raiz de med16-2 en respuesta a 6-PP.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material bioldgico y condiciones de crecimiento

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron semillas silvestres de
Arabidopsis thaliana (ecotipo col-0), la mutante med16-2 (Zhang et al., 2014) y las
lineas transgénicas DR5:GFP (Ottenschlager et al., 2003), pPIN1::PIN1:.GFP
(Benkova et al., 2003), pPIN3::PIN3::GFP (Zadnikova et al., 2010), CycB1:uidA
(Col6n-Carmona et al., 1999), WOX5:GFP (Ding y Friml, 2010), SHR:GFP
(Helariutta et al., 2000) y SCR::HB2::YFP (Heidstra et al., 2004). Los genes
reporteros mencionados se movilizaron mediante cruzas a la mutante med16-2.
Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 95% (v/v) durante 4 minutos y
cloro al 10% (v/v) por 4 minutos. Posteriormente se realizaron cinco enjuagues con
agua destilada estéril y se incubaron por 48 horas a 4 °C. Las semillas fueron
germinadas en cajas de Petri de plastico (100 X 15 mm) que contenian medio MS
0,2X con 1.0% de agar (Murashige y Skoog, 1962) y medio suplementado con 125
y 150 uM de 6-PP. El medio de cultivo se prepar6é con sales MS (0,9 g/L) de
Sigma-Aldrich y Sacarosa (6 g/L). Después de ajustar el pH a 7 se agrego fitoagar
(10 g/L) de Phytotechnology. La 6-PP (Sigma-Aldrich) fue disuelta en etanol y fue
agregada al medio antes de llegar al punto de solidificacién. Las placas
sembradas con las semillas se colocaron verticalmente en un angulo de 65° para
permitir el crecimiento de la raiz a lo largo de la superficie del fito agar. Las
condiciones de crecimiento fueron de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, una
intensidad de luz de 100 pmol m2s?' a 22°C (condiciones mantenidas por la
camara de crecimiento Percival Scientific AR-95L).

6.2.0btencién de cruzas

Las lineas marcadoras transgénicas que contienen a los genes reporteros
DR5:GFP (Ottenschlager et al., 2003), pPIN1::PIN1::GFP (Benkova et al., 2003),
PPIN3::PIN3::GFP (Zadnikova et al., 2010), CycB1:uidA (Col6n-Carmona et al.,
1999), WOX5:GFP (Ding y Friml, 2010), SHR:GFP (Helariutta et al., 2000) y
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SCR::HB2:YFP (Heidstra et al., 2004) fueron movilizados a la planta mutante
med16-2 (Zhang et al., 2014) mediante cruzas. Las cruzas se realizaron a través
de polinizaciones en las cuales, se utilizo el polen de las plantas transgénicas para
fecundar al estigma de las flores de la mutante med16-2. Las semillas del fruto
(silicua) obtenido de la cruza fue almacenado y denominado como generacion filial
1(F1). Las semillas F1 fueron desinfectadas, sembradas en medio MS 0,2X y las
plantulas con fenotipo silvestre fueron seleccionadas. Las plantulas F1
seleccionadas fueron transferidas a suelo y crecidas en camara de crecimiento
Percival AR66L hasta la obtencion de semillas en generacion F2 por eventos de
autopolinizacion. Las semillas F2 fueron desinfectadas, sembradas en medio de
seleccion (MS 0,2X 30 uM de kanamicina) y analizadas para seleccionar a las
plantulas mutantes por medio del fenotipo y de la resistencia a kanamicina.
Adicionalmente, las plantulas F2 seleccionadas fueron suspendidas en agua
desionizada y montadas sobre un portaobjetos para observar la expresién del
transgén con el microscopio confocal Olympus FV1000. Posteriormente, las
plantulas fueron transferidas a suelo y crecidas hasta obtener semillas en
generacion F3, donde el 100% de las semillas producen plantulas con fenotipo
mutante y el transgén marcador. Las semillas F3 se utilizaron para la realizacion

de los experimentos presentados en este trabajo.

6.3. Efecto de la 6-PP sobre la arquitectura radicular de med16-2

Semillas silvestres (col-0) y mutantes med16-2 fueron sembradas en medio
MS 0,2X y medio MS 0,2X suplementado con 125 pM y 150 uM de 6-PP, por
triplicado. La arquitectura radicular de las plantula de Arabidopsis en condiciones
control fueron analizadas a los 2, 4, 6 y 8 dias después de su germinacion (ddg).
El efecto de la 6-PP sobre el sistema radicular fue analizado a los 10 ddg. El
analisis de la arquitectura radicular consistié en la mediciéon de la longitud de la
raiz primaria; en el conteo del nimero de las raices laterales emergidas
(observadas con el microscopio estereoscopico modular Leica MZ6 con una

magnificacion de 30X); en la densidad de las raices laterales, la cual se calculo
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dividiendo el numero de raices laterales entre la longitud de la raiz primaria; y en
la medicion de la longitud de las tres raices laterales mas distales al meristemo de

la raiz. Se utilizaron 15 plantulas de Arabidopsis para cada experimento.

6.4.Actividad histoquimica uidA por microscopia de Nomarski

Las plantulas transgénicas de CycBl:uidA y la cruza med16-2/CycB1:uidA
crecidas en medio MS 0,2X fueron analizadas a los 2, 4, 6 y 8 ddg, mientras que el
efecto de las 6-PP sobre la actividad histoquimica del gen reportero de la B-
glucuronidasa fue analizado a los 8 ddg. Los andlisis consistieron en el conteo de
células que expresan el gen marcador y en la medicion de la longitud del
meristemo de la raiz primaria. La expresion del gen marcador en el meristemo
radicular se observa de coloracién azul y posteriormente, se tomaron micrografias
en un Microscopio de contraste de fases [Microscopio Nomarski] (Leica DFC450
C). Para observar la expresion del marcador uidA, las plantulas fueron incubadas
en cajas para microtitulo con X-Gluc al 0,1% (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucurénido) en un amortiguador de fosfatos (NaH2PO4 y Na2HPO4 al 0,1 M y un
pH de 7) con KaFe(CN)s y KsFe(CN)s al 2 mM, durante la noche a 37 °C (Jefferson
et al., 1987). La solucién X-Gluc fue removida y se clarificaron los tejidos con la
solucion 1 (HCL 0,24 N y metanol al 20% [v/v]) a 62 °C, posteriormente, al
remover la solucién 1 se agrego la solucion 2 (NaOH al 7% [m/v] y etanol al 60%
[v/v]) a temperatura ambiente. Al remover la solucion 2 los tejidos fueron
rehidratados con tratamientos de etanol al 40, 20 y 10% (v/v) sucesivos. El etanol
al 10% se retirdé para agregar glicerol al 50% (v/v) y las plantulas clarificadas se
montaron entre portaobjetos y cubreobjetos sellados con barniz comercial para su

posterior analisis. Se utilizaron al menos 10 plantulas por experimento.

6.5. Determinacion del desarrollo de las raices laterales

Los primordios de las raices laterales (PRL) fueron cuantificados a los 4 ddg

en plantulas silvestres y mutantes crecidas en los medios MS 0,2X y MS 0,2X con
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6-PP. Antes de la cuantificacion, las plantulas fueron clarificadas y fijadas para
distinguir las diferentes etapas del desarrollo de las raices laterales con ayuda del
microscopio Leica CME con una magnificacion de 40X. Los PRL fueron
clasificados en 7 etapas hasta su emergencia, de acuerdo a lo reportado por
Malamy y Benfey (1997). Los analisis reportados consisten en el conteo de PRL,
en el total de primordios de raices laterales y en la densidad de los primordios de

las raices laterales utilizando como minimo 10 plantas por tratamiento.

6.6. Tincion con yoduro de propidio y microscopia confocal

Las raices de las plantulas transgénicas DR5:GFP, pPIN1::PIN1::GFP,
pPIN3::PIN3::GFP, SCR:H2B:YFP, SHR:GFP, y WOX5:GFP y las cruzas con la
mutante med16-2 fueron crecidas en medio MS 0,2X y MS 0,2X con 6-PP. Cada
muestra fue suspendida en solucion de yoduro de propidio 0,1% (v/v) y colocada
sobre un portaobjetos. Los MAR vy las distintas etapas del desarrollo de las raices
laterales fueron analizados con un laser de argén de una longitud de onda de 568
nm de excitacion y una ventana de emision de 585-610 nm para el yoduro de
propidio. La proteina verde fluorescente (GFP) fue analizada con una longitud de
onda de 488 nm de excitaciéon/ 505-550 nm de emisién y la proteina amarillo
fluorescente (YFP) con una longitud de onda de 514 nm de excitacion/ 527 nm de
emision usando un microscopio confocal (Olympus FV1200). Las micrografias del
yoduro de propidio y de las proteinas fluorescentes fueron fusionadas para
producir una imagen final. Para cada tratamiento, al menos 10 plantas

transgénicas fueron documentadas.

6.7. Anaéalisis de datos

Los andlisis de datos para las lineas transgénicas y las correspondientes
cruzas con la mutante medl6-2 se realizaron con el software para el

procesamiento de imagenes Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij) en 10 micrografias
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por linea y tratamiento. La fluorescencia de GFP y YFP en la punta de la raiz fue
cuantificada determinando los pixeles de interés (verde y amarillo
respectivamente) en una area definida. Entonces se obtuvo un unidad de valor
arbitraria (UA=pixeles/um?), la cual se normaliz6 a 1 en la condicién control y los
tratamientos con 6-PP fueron ajustados relativos al valor normalizado. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente con el software STATISTICA 10
(StatSoft, Inc., 2011) mediante pruebas de varianza y significancia de Tukey con
una p<0,05. Los grupos estadisticamente similares se representaron con letras
minusculas idénticas, mientras que los grupos estadisticamente diferentes se

representaron con letras mindsculas no idénticas.
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7. RESULTADOS

7.1.Arquitectura radicular de med16-2

Para caracterizar la contribucion de la subunidad MED16 en el desarrollo
radicular de Arabidopsis, analizamos diferentes parametros de la arquitectura
radicular de las plantulas silvestres del ecotipo Col-0 y la mutante med16-2 a los 2,
4, 6 y 8 ddg de edad. Los andlisis de la arquitectura radicular revelaron que
med16-2 desde los 4 ddg presenta una mayor longitud de la raiz primaria y mas
del doble de RL emergidas en comparacion con Col-0 (Fig. 16 A-B). En
consecuencia, la densidad de las RL de la mutante increment6 hasta 3 veces, lo
que indica que medl6-2 presenta una mayor cantidad de RL emergidas por
centimetro de la raiz primaria (Fig. 16 C). Posteriormente, analizamos la longitud
de las RL, donde observamos que las RL de med16-2 son hasta siete veces mas
largas que Col-0 desde los 6 ddg (Fig. 16 D). El incremento en la densidad de las
RL en med16-2 permanece constante desde los 4-8 ddg, lo que indica que MED16

participa en la formacién de novo de PRL.
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Figura 16. Arquitectura radicular de la mutante med16-2 de Arabidopsis thaliana. (A-D) La raiz de las
plantulas de Arabidopsis ecotipo Col-0 y la mutante med16-2 crecidas en medio MS 0,2X fueron analizadas a
los 2, 4, 6 y 8 ddg de edad. (A) Longitud de la raiz primaria. (B) Nimero de raices laterales. (C) Densidad de
las raices laterales. (D) Longitud de las raices laterales. (E) Fotografias representativas de la cinética de
crecimiento. Las barras representan el error estandar de una n=15 plantas y los grupos estadisticamente
diferentes representados por letras mindsculas fueron obtenidos por una ANOVA factorial y la prueba Tukey
p<0,05.

7.2.La subunidad MED16 controla la actividad proliferativa de la raiz
primaria de Arabidopsis

El crecimiento est4 estrechamente ligado a la actividad proliferativa de los
tejidos. Para evaluar la participacion de MED16 en el crecimiento de la raiz
primaria de Arabidopsis, utilizamos la linea transgénica CycB1:uidA en el fondo
genético Col-0 y med16-2. El gen reportero CycBl:uidA es una construcciéon
formada por el promotor del gen CycB1;1 de Arabidopsis fusionado al gen uidA de
de Escherichia coli que codifica para la B-glucuronidasa (GUS) (Colén-Carmona et
al., 1999). La GUS es una hidrolasa que escinde al acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-

beta-D-glucorénico (X-Gluc) para producir al cloro-bromoindigo de color azul
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intenso que indica la division celular. La proliferacion celular representada como el
namero de células que expresan GUS fue evaluada en las plantulas silvestre y
mutante a los 2, 4, 6 y 8 ddg de edad. La proliferacion celular de med16-2 fue dos
veces mas activa que en la linea silvestre durante la cinética analizada (Fig.17 A,
B). Se conoce que el tamafio del meristemo depende de la actividad proliferativa
del NCP (Moubayidin et al., 2010). El tamafio del meristemo de med16-2 hasta el
dia 4 ddg fue un 67% mas grande que Col-0, sin embargo a partir de 6 ddg no
existe diferencia significativa entre la longitud del meristemo de med16-2 y Col-0
(Fig. 17 C). Cabe destacar que la mutante med16-2 alcanz6 desde los primeros
dias del desarrollo radicular la maxima actividad proliferativa y la longitud maxima

del meristemo lo que se relaciona con un rapido crecimiento (Fig. 17 B, C).
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Figura 17. Actividad proliferativa en el meristemo radicular. (A) Micrografias representativas de la
actividad proliferativa de la linea transgénica reportera de la divisiéon celular CycB1.uidA y la cruza med16-
2XCycB1:uidA crecidas en medio MS 0,2X a los 2, 4, 6 y 8 ddg. (B) Nimero de células que expresan GUS.
(C) Longitud del meristemo. Las barras representan el error estandar de una n=10 plantas y los grupos
estadisticamente diferentes representados por letras minusculas fueron obtenidos por una ANOVA factorial y
la prueba Tukey p<0,05.
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7.3.Efecto de la 6-PP y MED16 sobre el sistema radicular de Arabidopsis

La 6-PP es un COV producido por hongos del género Trichoderma, que
inhibe la longitud de la raiz primaria e induce la formacion de las RL a través de
las auxinas (Garnica-Vergara et al., 2015). Barrera-Ortiz, comunicacion personal
observo que la mutante med16-2 es resistente a la inhibicién de la raiz primaria
provocada por la 6-PP, aunque el mecanismo de la resistencia involucrado en
este efecto ain no se conoce. Para determinar la funcion de MED16 en la
modulacién del sistema radicular de Arabidopsis en respuesta al volatil fungico,
sembramos semillas Col-0 y med16-2 en medio MS 0,2X suplementado con 125y
150 uM de 6-PP. En el analisis de la arquitectura radicular de plantulas con 10 ddg
de edad se observé que la 6-PP provoc6 un acortamiento en la raiz primaria de
Col-0 mientras que med16-2 sélo fue resistente al acortamiento provocado por 125
uM de 6-PP (Fig. 18 B). A diferencia del efecto observado en la raiz primaria, las
plantulas Col-0 experimentaron un incremento en el numero de RL emergidas
cuando son crecidas con 125 y 150 uM de 6-PP (Fig. 18 A-D, E). También
observamos que med16-2 fue insensible al efecto promotor de la 6-PP durante el
desarrollo de las RL (Fig. 18 E). Un abrupto incremento en la densidad de las RL
de Col-0 fue observado debido a la reduccién en la longitud de la raiz primaria 'y a
la induccién de las RL, en cambio en med16-2 el incremento en la densidad de las
RL fue gradual (Fig. 18 F). Los datos anteriores indican que MED16 es un
regulador del efecto de la 6-PP sobre el crecimiento de la raiz primaria y que la

mutacion del gen fue suficiente para incrementar el nUmero de RL emergidas.
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Figura 18. Efecto de la 6-PP sobre el sistema radicular de la mutante med16-2. Semillas Col-0 y med16-2
fueron sembradas en (A) medio MS 0,2X suplementado con (B) 125 y (C) 150 uM de 6-PP. La raiz de las
plantulas fue evaluada a los 10 ddg de edad. (D) Longitud de la raiz primaria. (E) Nimero de raices laterales.
(F) Densidad de las raices laterales. Las barras representan el error estandar de una n=15 plantas y los
grupos estadisticamente diferentes representados por letras mindsculas fueron obtenidos por una ANOVA
factorial y la prueba Tukey p<0,05.

7.4.La 6-PP actua a través de MED16 para regular la proliferacién celular
de la raiz primaria de Arabidopsis

Para evaluar como MED16 regula el crecimiento de la raiz en respuesta a la
6-PP, analizamos la proliferacion celular de la linea reportera CycB1l:uidA y
medimos la longitud de las células del cértex ubicadas en la zona de
diferenciacion de plantulas Col-0 y med16-2 con 8 ddg de edad. El compuesto
fungico inhibioé de forma dosis dependiente la actividad proliferativa y el tamario del
meristemo de la linea silvestre (Figs. 19, 20). En condiciones control, la
proliferacion celular de la mutante med16-2 fue 65% mas activa que Col-0. La
adicion de 125 puM de 6-PP modifico ligeramente la proliferacion en el meristemo

de med16-2, mientras que en Col-0 la actividad proliferativa fue reducida hasta un
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40% respecto al control. Al comparar la proliferacion de med16-2 y Col-0 con 125
uM de 6-PP se observo que Col-0 fue 129% menos proliferativa que med16-2. La
adicion de 150 uM de 6-PP inhibi6 el 44% de la actividad proliferativa de med16-2,
mientras que para Col-0O se redujo el 64% respecto al control. Al comparar la
proliferacion de med16-2 y Col-0 con 150 uM de 6-PP pudimos observar que Col-0
fue 155% menos proliferativa que med16-2 (Fig. 19 A, B). Un efecto similar se
observé en el tamafio del meristemo de Col-0 y med16-2. En condiciones control
el meristemo de ambas lineas es del mismo tamafo. La adicion de 125 uM no
afectd el tamafo del meristemo de med16-2, en cambio en Col-O fue reducido
21% con respecto a control. La adicion de 150 uM de 6-PP redujo el tamafio del
meristemo de Col-0 hasta un 43% mientras que para med16-2 fue de un 33% con
respecto al control (Fig. 19 A, C).
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Figura 19. Efecto de la 6-PP sobre la actividad proliferativa de med16-2. (A) Fotografias representativas
de la actividad proliferativa de la linea transgénica CycB1.uidA y la cruza med16-2XCycB1:uidA crecidas en
medio MS 0,2X suplementado con 125 y 150 uM de 6-PP y analizadas a los 8 ddg de edad. (B) Numero de
células expresando GUS. (C) Longitud del meristemo. Las barras representan el error estdndar de una n=10
plantas y los grupos estadisticamente diferentes representados por letras mindsculas fueron obtenidos por
una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.
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El crecimiento de la raiz primaria depende tanto de la proliferacion como de la
elongacion celular (Alarcon et al., 2014). Para evaluar cual es la influencia de
MED16 sobre la expansion celular, decidimos medir la longitud de tres células del
cortex por planta en la zona de diferenciacion de la raiz primaria en plantulas Col-0
y medl6-2 con 8 ddg de edad debido a que en esta zona las células han
alcanzado su tamafio final. La mutacién del gen MED16 no altero la expansion de
las células del cortex (Fig. 20). La adicibn de 125 puM de 6-PP redujo
aproximadamente un 20% la longitud celular de ambas lineas y en 150 uM de 6-
PP Col-0 fue ligeramente mas sensible que med16-2. En conjunto, los resultados
sugieren que MED16 es un regulador del crecimiento de la raiz que actla a través
de la inhibicion de la proliferacion (Fig. 19) y que el efecto inhibitorio de la 6-PP
sobre la proliferacion celular es llevado a cabo en parte por la actividad regulatoria
de MED16.
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Figura 20. Efecto de la 6-PP y MED16 sobre la expansién celular de Arabidopsis. A) Fotografias
representativas de la zona de diferenciacion de la raiz primaria de Col-0 y med16-2 crecidas en medio MS
0,2X suplementado con 125 y 150 uM de 6-PP y analizadas a los 8 ddg de edad. Las barras negras indican la
longitud de las células del cortex. (B) Medicion de la longitud de las células del cortex. Las barras representan
el error estandar de una n=39 células corticales y los grupos estadisticamente diferentes representados por
letras mindsculas fueron obtenidos por una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.
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7.5.Efecto del 6-PP sobre al transporte y la acumulacién de auxinas en el
apice de laraiz primaria

Anteriormente Garnica-Vergara y col. (2015) demostraron que la 6-PP no
modifica la expresion del gen de respuesta a las auxinas DR5:GFP en el
meristemo radicular y que dicho compuesto regula diferencialmente la expresion
de los genes del transporte de auxinas PIN1, PIN2, PIN3 y PIN7. En el presente
estudio observamos que la 6-PP no modifico la expresion del gen DR5:GFP en
meristemo de Col-0 y med16-2 (Fig. 21 M). Al analizar la expresion del gen
pPIN1::PIN1::GFP observamos que la 6-PP reprimi6 la expresion de PIN1 hasta
un 50% en Col-0. Interesantemente, la expresién de PIN1 fue reducida hasta un
50% en la mutante med16-2 y la adicion de 6-PP no modifico esta respuesta (Fig.
21 N). Contrario a lo observado en la expresion de PIN1, la adicion de 6-PP no
alteré la expresion de pPIN3::PIN3::GFP en Col-0; sin embargo, incrementd
ligeramente la expresion de PIN3 en med16-2 (Fig. 21 O).
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Figura 21. Efecto de la 6-PP sobre la acumulacion y transporte de auxinas en med16-2 de Arabidopsis.
Las lineas transgénicas con los genes reporteros fueron germinadas y crecidas en medio MS 0,2X
suplementado con 125 uM de 6-PP. La raiz de las plantulas fue evaluada a los 8 ddg de edad por microscopia
confocal. (A-D) Micrografias representativas de la expresion de DR5:GFP; (E-H) PIN1::PIN1:GFP; (I-L)
PIN3::PIN3::GFP. (M-0O) La intensidad de la fluorescencia para cada linea reportera en respuesta a la 6-PP se
representa en unidades de fluorescencia relativa. Las barras representan el error estandar de una n=10
plantas y los grupos estadisticamente diferentes representados por letras mindsculas fueron obtenidos por
una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.
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7.6.La 6-PP modula la actividad del centro quiescente

El crecimiento de la raiz primaria depende de la actividad meristematica
mantenida por el CQ. El factor WOX5 mantiene la quiescencia del CQ vy la
pluripotencia de las iniciales del NCI (Sarkar et al., 2007; Forzani et al., 2014).
Para determinar como la 6-PP afecta la actividad proliferativa en el meristemo a
través de la subunidad MED16, decidimos evaluar la expresion del reportero
WOX5:GFP en Col-0 y med16-2 en respuesta a 125 uM de 6-PP. En las plantulas
Col-0 crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 6-PP, se detectd que la
expresion de WOX5 aumentd hasta un 90% en las células del CQ. También
observamos que la 6-PP incrementa el nUmero de células que expresan WOX5 en
Col-0; a diferencia de Col-0, la 6-PP no modificé la expresion de WOX5 en la
mutante med16-2 (Fig. 22 A, B). Por lo tanto, la 6-PP inhibe la proliferacion celular
del meristemo de la raiz primaria de Col-0 a través de la sobreexpresion de WOX5

y requiere a MED16 como mediador de su efecto.
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Figura 22. Efecto de la 6-PP sobre la expresion de WOX5:GFP en los fondos genéticos Col-0 y med16-
2. (A) Micrografias de microscopia confocal representativas de la expresion de WOX5:GFP. Las plantas
fueron germinadas y crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 125 uM de 6-PP. La raiz de las plantulas
fue evaluada a los 8 ddg de edad. (B) La medicion de la intensidad de fluorescencia del gen reportero en
respuesta a la 6-PP se representa como unidades de fluorescencia relativa. Las barras representan el error
estandar de una n=10 plantas y los grupos estadisticamente diferentes representados por letras mindsculas
fueron obtenidos por una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.
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7.7.La 6-PP afecta diferencialmente la expresion de SHR y SCR

Los factores SRH y SCR estadn involucrados en el mantenimiento del
meristemo radicular, especificamente promueven la expresion de WOX5 vy
controlan las divisiones asimétricas de las células iniciales (Sarkar et al., 2007).
Por lo que decidimos investigar cual es la funcion de MED16 y que efecto tiene la
6-PP sobre la expresion de los genes reporteros SHR:GFP y SCR::HB2::YFP en
Col-0 y med16-2. Observamos que la 6-PP inhibi6 el dominio de expresion de
SCR::HB2::YFP de Col-0 y med16-2 (Fig. 23). Este resultado sugiere que la 6-PP
no requiere de la subunidad MED16 para inhibir la proliferacion celular a través de

la represion de SRC.

6-PP (uM)
0 125

Figura 23. Efecto de la 6-PP sobre la expresion de SCR::H2B:YFP en el meristemo radicular de
Arabidopsis. Micrografias representativas de la expresion de SCR::H2B:YFP en Col-0 y med16-2 obtenidas
por microscopia confocal. Las plantas fueron germinadas y crecidas durante 8 ddg en medio MS 0,2X
suplementado con 125 uM de 6-PP.
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Al contrario del efecto observado en la expresion de SCR::H2B::YFP, la adicién de
6-PP no modifico la expresion de SHR:GFP en el meristemo radicular de Col-0 y
med16-2. Resulta interesante resaltar que la mutacion del gen MED16 provoco la
reduccion en aproximadamente el 50% de la expresion de SHR:GFP, respecto a
la observada en Col-0 (Fig. 24 A, B).
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Figura 24. Efecto de la 6-PP sobre la expresion de SHR:GFP en el meristemo radicular de Arabidopsis.
(A) Fotografias representativas de la expresion de SHR:GFP en Col-0 y med16-2 obtenidas por microscopia
confocal. Las plantas fueron germinadas y crecidas durante 8 ddg en medio MS 0,2X suplementado con 125y
150 pM de 6-PP. (B) La medicién de la intensidad de fluorescencia del gen reportero en respuesta a la 6-PP
se representa como unidades de fluorescencia relativa. Las barras representan el error estandar de una n=10
plantas y los grupos estadisticamente diferentes representados por letras minusculas fueron obtenidos por
una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.
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7.8.La subunidad MED16 regula el desarrollo de las raices laterales

Resultados anteriores mostraron que la 6-PP indujo mayor niumero de RL
emergidas en Col-0, mientras que la mutante med16-2 presentdé mayor cantidad

de RL desde el control (Fig. 18E). Para caracterizar detalladamente la formacion
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de las RL en plantulas Col-0 y med16-2 con 4 ddg de edad, cuantificamos las
etapas del desarrollo de los PRL (I-VIl) y las RL emergidas en respuesta a 125 uM
de 6-PP. En la figura 25 A se puede observar que med16-2 y la 6-PP no alteraron
el desarrollo de las etapas de los PRL; sin embargo, la mutante med16-2 presentd
mayor numero de RL emergidas con respecto a control. Para ampliar el escrutinio
del desarrollo de RL en med16-2, cuantificamos las RL emergidas en plantulas
con 2, 4 y 6 ddg de edad en respuesta a 125 pM de 6-PP. La 6-PP incrementd
hasta 2.5 veces el numero de RL emergidas en Col-0 desde el 6 ddg respecto al
control. Nuevamente, los datos obtenidos indicaron que la mutacion del gen
MED16 incrementd hasta 6 veces el nUmero de RL emergidas en plantulas con 4
0 6 ddg de edad, respecto a Col-0 control. La adicion de 6-PP no modifico el
desarrollo de las RL en med16-2 (Fig. 25 B). Posteriormente, cuantificamos los
PRL en plantulas con 4 ddg de edad, tratadas con 125 uM de 6-PP. La mutante
med16-2 posee la misma cantidad de PRL que Col-0 en condiciones control y con
6-PP (Fig. 25 C). Col-0 y med16-2 mostraron la misma densidad de primordios de
RL en condiciones control. Sin embargo, la densidad de PRL disminuyé en
med16-2 cuando se expuso a 125 uM de 6-PP (Fig. 25 D).
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Figura 25. Efecto de la mutacién med16-2 en el desarrollo de las raices laterales de Arabidopsis
thaliana. Semillas Col-0 y med16-2 fueron germinadas y crecidas durante 2, 4 y 6 ddg en medio MS 0,2X
suplementado con 125 uM de 6-PP. (A) Primordios de las raices laterales (PRL) en plantulas con 4 ddg de
edad. (B) Cinética de las RL emergidas en plantulas con 2, 4 y 6 ddg de edad. (C) Total de PRL por planta en
plantulas con 4 ddg de edad. (C) Densidad de las RL en plantulas con 4 ddg de edad. Las barras representan
el error estandar de una n=15 plantas y los grupos estadisticamente diferentes representados por letras
minusculas fueron obtenidos por una ANOVA factorial y la prueba Tukey p<0,05.

7.9.Expresion del gen reportero DR5:GFP en los primordios de las raices
laterales de Col-0 y med16-2 en respuesta a la 6-PP

El efecto promotor de la 6-PP sobre la ramificacion de las RL en Col-0 es
provocado por el incremento del flujo de auxinas hacia los PRL (Garnica-Vergara
et al., 2015). Para evaluar cual es la influencia de MED16 sobre la sefializacion y/o
acumulacion de auxinas en los PRL, analizamos la expresion del gen reportero

DR5:GFP en las plantulas silvestre y mutante med16-2 tratadas con 125 uM de 6-
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PP. De acuerdo a lo reportado por Garnica-Vergara y col. (2015), el compuesto
fungico promovi6 la expresion de DR5:GFP en las etapas I-VII del desarrollo de
los PRL. En la figura 26 se puede observar que la expresion del gen DR5:GFP
disminuy6 en los tejidos vasculares, los PRL y las RL emergidas de med16-2
desde la condicion control; ademas, la 6-PP no promovi6 la expresion DR5:GFP

en la mutante.
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Figura 26. Efecto de la 6-PP en la expresion del gen reportero DR5:GFP durante la formacion de las
raices laterales en plantas Col-0 y med16-2. Las micrografias muestran la expresion de DR5:GFP en los
PRL y las RL emergidas de la raiz de Col-0 y med16-2 germinadas y crecidas en medio MS 0,2X
suplementado con 125 pM de 6-PP. Los andlisis se realizaron en plantulas con 4-7 ddg de edad por
microscopia confocal.
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7.10.Expresion de PIN1 y PIN3 en los primordios de las raices laterales de
Col-0 y med16-2 en respuesta a la 6-PP

Los datos anteriores sugieren que la mutante medl6-2 podria haber
presentado una deficiencia en el transporte de auxinas hacia los PRL. El
transportador PIN1 es necesario para establecer el gradiente de auxinas, mientras
que el transportador PIN3 establece el flujo de auxinas hacia las células de la
endodermis para promover el surgimiento de las raices laterales (Benkova et al.,
2003; Marhavy et al., 2013). Para evaluar cual es la influencia de MED16 sobre la
expresion de los transportadores PIN, analizamos la expresion las lineas
transgénicas pPINL1::PIN1:GFP y pPIN3::PIN3::GFP en las plantulas silvestre y
mutante med16-2 tratadas con 125 uM de 6-PP. Como observamos en la figura
27, el compuesto fungico y la mutacion del gen MED16 no modificaron la
expresion del gen reportero pPIN1::PIN1::GFP en los tejidos vasculares, los PRL 0

las RL emergidas.
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Figura 27. Expresion de la linea transgénica pPIN1::PIN1::GFP en las plantas silvestre y mutante
med16-2. Las micrografias son representativas de la expresion de pPIN1::PIN1::GFP en los PRL y las RL
emergidas de Col-0 y med16-2 germinadas y crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 125 uM de 6-PP.
Los andlisis se realizaron en plantulas con 4-7 ddg de edad por microscopia confocal.
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Al evaluar la expresion de pPIN3::PIN3::GFP se observé que la 6-PP
incrementa la expresion de PIN3 en los tejidos vasculares, los PRL y las RL
emergidas de Col-0. La mutacion en el gen MED16 increment6 de la expresion de
PIN3 en los tejidos vasculares, los PRL y las RL emergidas; ademas, la 6-PP no

modifico la expresion PIN3 en la mutante (Fig. 28).
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Figura 28. Expresion de la linea transgénica pPIN3::PIN3::GFP en las plantas silvestre y mutante
med16-2. Las micrografias son representativas de la expresion de pPIN3::PIN3::GFP en los PRL y las RL
emergidas de Col-0 y med16-2 germinadas y crecidas en medio MS 0,2X suplementado con 125 uM de 6-PP.
Los analisis se realizaron en plantulas con 4-7 ddg de edad por microscopia confocal.

8. DISCUSION

8.1.La subunidad MED16 es un regulador del crecimiento radicular

Las subunidades que integran el complejo MEDIADOR (CM) de las plantas
estan implicadas en multiples procesos biolégicos, como la tolerancia al estrés
biético y abidtico, la sefalizacion hormonal y el desarrollo vegetal (Buendia-

Monreal y Gillmor, 2016; Dwivedi et al., 2017). Sin embargo, considerando que el
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CM es un componente esencial de la transcripcidn genética, se conoce
escasamente cual es la participacion del CM en el desarrollo del sistema radicular.
Hasta el momento solo las subunidades MED12, MED13 y PFT1/MED25 se han
relacionado con el crecimiento radicular de Arabidopsis (Raya-Gonzalez et al.,
2014; Raya-Gonzalez et al 2017). En particular, la subunidad MED25 esta
involucrada en la regulaciéon de la arquitectura radicular debido a que la mutante
pftl-2/med25 desarrolla una raiz primaria mas larga y mas raices laterales como
consecuencia del incremento en el transporte de auxinas, y de la division y

expansion celular (Raya-Gonzalez et al., 2014).

En este estudio se investigd cudl es la influencia de MED16 sobre la arquitectura
radicular de Arabidopsis. Los resultados revelaron que la mutante med16-2
presentd mayor crecimiento de la raiz primaria y numero de raices laterales (RL)
emergidas desde las condiciones control respecto a Col-0 (Fig. 16 A, B). Para
investigar si MED16 es un regulador el crecimiento de la raiz primaria que actla a
través de la proliferacion y/o la expansion celular, analizamos la expresion del gen
reportero CycB1:uidA y medimos la longitud de las células corticales diferenciadas
de la raiz primaria en la mutante medl16-2. Los resultados revelaron que la
mutacion del gen MED16 no modifica la expansién de las células corticales en
condiciones control (Fig. 20), en tanto que la proliferacién celular fue hasta dos
veces mas activa en med16-2 que en Col-0 (Fig. 17B). Estos resultados sugieren
que la subunidad MED16 es un regulador negativo de la division celular en el
meristemo de la raiz primaria. Debemos destacar que med16-2 alcanz6 desde los

primeros dias del desarrollo radicular su maxima actividad proliferativa (Fig. 17).

El tamafio del meristemo es un indicador de la proliferacion celular promovida por
las auxinas a través del incremento en la expresion de genes que codifican para
las ciclinas (CYCA, CYCB y CYCD) y las CDKs (CDKA y CDKB) que regulan al
ciclo celular (Hemerly et al., 1993; Ferreira et al., 1994). El flujo de auxinas hacia el
apice de la raiz esta asociado con una alta actividad proliferativa (Grieneisen et al.,
2007). Para entender como es que MED16 regula la proliferacion celular por

medio de las auxinas decidimos analizar la expresién del reportero de respuesta a
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las auxinas DR5:GFP en med16-2. La expresion del gen reportero DR5:GFP no
cambio en el meristemo radicular de med16-2 (Fig. 21M). Esto indica que MED16
regula la proliferacion por mecanismos independientes a la sefializacion y/o

acumulacion de auxinas.

El crecimiento de la raiz depende de la actividad de los factores que participan en
el mantenimiento del meristemo. El complejo SHR-SCR promueve la expresion de
WOX5 y controlan la divisiones asimétricas que originan a la endodermis y cortex
(Nakajima et al., 2001; Cruz-Ramirez et al., 2012). Para explorar el posible
mecanismo a través del cual MED16 regula la division celular por medio de los
factores WOX5, SHR o SCR, decidimos analizar la expresiéon de las lineas
reporteras WOX5:GFP, SCR:H2B:YFP y SHR:GFP en la raiz primaria de med16-
2. La mutacion en el gen MED16 no provocé cambios en la expresiéon de WOX5 y
SCR en condiciones control (Figs. 22, 23). Sin embargo, en la mutante med16-2 la
expresion de SHR se redujo hasta un 50% en comparacion con Col-0 en
condiciones control (Fig. 24). Se sabe que el factor SHR funciona de forma
concentracion dependiente y su abundancia cambia a medida que la raiz se
desarrolla. La expresion alta de SHR inhibe la division periclinal de la endodermis,
mientras que los niveles intermedios de SHR promueven la formacién del cortex
(Koizumi et al., 2012). Wang y col. (2011) reportaron que la supresion del 20-80%
de la expresion de PtSHR y AtSHR en Populus tremula y Arabidopsis thaliana
respectivamente, conduce a un crecimiento vegetal acelerado debido al
incremento de la proliferacion celular. Especificamente en Arabidopsis, la
desregulacion de AtSHR provocé la germinacion prematura de las semillas y un
crecimiento acelerado postembrionario que se reflej6 en un incremento de la
longitud de la raiz primaria y los cotiledones (Wang et al., 2011). A la luz de los
resultados, la subunidad MED16 surge como un regulador negativo de la
proliferacion celular en el meristemo de la raiz primaria que actia a través de: 1) la
regulacion parcial de la expresion del factor SHR, cuya reduccion de la expresion
del 20-80% impulsa la proliferacion celular del NCP; o bien, 1) como un regulador
negativo de la actividad de la proteina CYCB1 durante la progresion de la fase G2-

M del ciclo celular.
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8.2.La subunidad MED16 es un regulador negativo del desarrollo de los
primordios de las raices laterales

El presente estudio mostré que la mutante medl6-2 del gen MED16
incrementa el numero de RL emergidas. La formacion de las RL es un proceso
coordinado por el TPA y la sefalizacion de auxinas (Malamy y Benfey 1997;
Lavenus et al., 2013). Para evaluar si la subunidad MED16 es un regulador
negativo de la formacién de las RL que actla a través de mecanismos auxinicos,
evaluamos la expresion de la linea reportera de respuesta a las auxinas DR5:GFP
en la mutante med1l6-2. Contrario a lo observado en la raiz primaria en
condiciones control (Fig. 21M), la mutante med16-2 mostr6 una expresion
reducida del reportero DR5:GFP en el haz vascular, los PRL, y las RL emergidas y
esto indica una baja concentracion de auxinas en las zonas del desarrollo de las
RL (Fig. 26). Los niveles bajos de auxinas podrian estar asociados a un transporte
auxinico deficiente por lo que analizamos el nivel de proteinas transportadoras de
eflujo de auxinas, utilizando las lineas pPIN1::PIN1::GFP y pPIN3::PIN3::GFP. En
el desarrollo de las RL el transportador PIN1 es necesario para el establecimiento
de un gradiente de auxinas con la maxima acumulacion en la punta del PRL
(Benkova et al., 2003). Mientras que, el transportador PIN3 establece el flujo de
auxinas hacia las células de la endodermis para inducir su rompimiento y
promover el desarrollo del PRL (Marhavy et al., 2013). Sin embargo, el nivel de
PIN1 en la mutante fue similar al control (Fig. 27); mientras que, el nivel de PIN3
se incremento (Fig. 28). Por lo tanto, la reduccién del flujo auxinico en la raiz de la

mutante med16-2 no fue ocasionada por la inhibicion del TPA.

La disminucion de los niveles auxinicos en la raiz de Arabidopsis provocados por
compuestos inhibidores del TPA como el acido N-1-naftiltalamico (NPA) o el acido
2,3,5-triyodobenzoico (TIBA) reducen el numero de RL emergidas por planta
(Casimiro et al., 2001; Lopez-Bucio et al., 2002). Sin embargo, la disminucién en la
expresion del reportero DR5:GFP contrasto con el fenotipo mostrado por med16-2
qgue presentdé mayor cantidad de RL que el control. No obstante, el nivel del

transportador PIN3 incrementé en med16-2. Los datos anteriores sugieren que en
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la mutante med16-2 un flujo minimo de auxinas fue suficiente para iniciar con el
desarrollo de las RL, mientras que el flujo de auxinas hacia la endodermis
promovido por el transportador PIN3 estimulé su emergencia.

Ante dicha evidencia experimental se propone como alternativa para un futuro
trabajo, realizar una caracterizacion de la biosintesis de auxinas en la mutante
med16-2, asi como de otros genes transportadores de auxinas como AUX1, LAX3,
PIN2, y ABCB19 para determinar que ocasiona el flujo deficiente de auxinas hacia
los PRL (Marchant et al., 2002; Wu et al., 2007; Swarup et al., 2008).
Alternativamente también se propone realizar ensayos de sensibilidad de auxinas,
asi como generar dobles mutantes con los genes que participan en la via de
sefalizacion de auxinas para determinar si MED16 regula la actividad de algunos

de estos elementos.

8.3.La subunidad MED16 regula el efecto de la 6-PP sobre el crecimiento
de laraiz de Arabidopsis

Recientemente se reporté que la 6-PP, un COV producido por hongos del
genero Trichoderma, regula la configuracion de la arquitectura radicular de
Arabidopsis de manera dependiente de la concentracién. En dicho trabajo se
observo que las concentraciones de 75-150 uM de 6-PP incrementaron el nimero
de RL emergidas por planta; mientras que, a partir de 125 uM se inhibi6 el
crecimiento de la raiz primaria (Garnica-Vergara et al., 2015). Para evaluar cual es
la participacion de MED16 en el efecto de la 6-PP sobre el crecimiento de la raiz
primaria y las RL, crecimos a la mutante med16-2 en presencia de 125 y 150 uM
de 6-PP, dos concentraciones que inhibieron del crecimiento de la raiz primaria y
estimularon el desarrollo de las RL en Col-0 (Garnica-Vergara et al., 2015). Los
analisis de la arquitectura radicular revelaron que med16-2 fue resistente a la
inhibicion del crecimiento de la raiz primaria y al efecto promotor de las RL (Figs.
18, 25).
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Garnica-Vergara y col. (2015) reportaron que la 6-PP inhibe el crecimiento de la
raiz primaria a través de la represion de la actividad proliferativa del meristemo
radicular; asi que evaluamos la actividad proliferativa de med16-2, por medio del
gen reportero CyCB1:uidA. Los andlisis evidenciaron que 125 uM de 6-PP no
afecto la actividad proliferativa de med16-2; sin embargo, 150 uM de 6-PP inhibié
hasta un 44% la actividad proliferativa de la mutante (Fig. 19). También
analizamos la expresion de las lineas transgénicas WOX5:GFP, SHR:GFP vy
SCR:H2B:GFP en la mutante med16-2 con 125 uM de 6-PP. Los resultados
mostraron que la 6-PP no modifica la expresion de SHR en Col-0 ni en med16-2
(Fig. 24), en cambio inhibié el dominio de expresion de SCR en Col-0 y med16-2
de manera similar (Fig. 23). Por otra parte, el volatil 6-PP increment6 la expresion
de WOX5 en Col-0 mientras que en med16-2 permanecio igual que la condicion
control. El factor WOX5 impide la divisibn mitética de las células del CQ vy
mantiene indiferenciadas a las CIC (Forzani et al., 2014; Pi et al., 2015). Andlisis
con la linea transgénica sobreexpresora 35S-WOX5 mostraron que la
sobreexpresion de WOX5 inhibe el crecimiento de la raiz al promover la division
de las iniciales e impedir la diferenciacién celular (Sarkar et al., 2007). Estos
resultados sugieren que la 6-PP actia a través de MED16 para estimular la

expresion de WOXS5 e inhibir el crecimiento de la raiz primaria.

Previamente Garnica-Vergara y col. (2015) observaron que 75 y 150 uM de 6-PP
no modificaron los niveles de expresion del reportero de auxinas DR5:GFP en el
meristemo de la raiz primaria; mientras que, incremento el flujo de auxinas en los
PRL. Asociado con el incremento del flujo de auxinas en los PRL, 75 uM de 6-PP
aumentd la expresion de los genes PIN1, PIN2 y PIN3 en el meristemo de la raiz
primaria (Garnica-Vergara et al.,, 2015). Por lo tanto, evaluamos las lineas
reporteras de Arabidopsis DR5:GFP, pPIN1::PIN1::GFP y pPIN3::PIN3::GFP en la
raiz primaria y los PRL de Col-0 y med16-2 con 6-PP. En el presente estudio
encontramos que 125 uM de 6-PP no modifica la expresion del reportero
DR5:GFP en el meristemo de Col-0 y med16-2 (Fig. 21M). Sorpresivamente, la
expresion de PIN1 se mostré disminuida en el meristemo de la raiz primaria de

med16-2 desde la condicion control y la adicion de 125 pM de 6-PP no afecta su
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expresion (Fig. 21N). Contrario a lo reportado por Garnica-Vergara y col. (2015) la
adicion de 6-PP no modifico la expresion de PIN3 en Col-0 y solo mostré un ligero

incremento en el meristemo de med16-2 (Fig. 210).

En los PRL observamos que 125 puM de 6-PP increment6d la expresion del
reportero DR5:GFP en Col-0; sin embargo, en med16-2 observamos niveles bajos
de expresion desde la condicion control y la adicion de 6-PP no modificoO esta
respuesta (Fig. 26). Ademas, observamos que la mutacion del gen MED16 no
modifica el nivel del transportador PIN1, en tanto que incrementé el nivel del
transportador PIN3 en condiciones control. Interesantemente, la adicion de 125 pM
de 6-PP no maodificé el nivel de PIN1 y PIN3 mostrada por la mutante med16-2
(Figs. 27, 28). Lo anterior nos sugiere que MED16 no tiene relacién con el efecto

provocado por la 6-PP durante el desarrollo de los PRL.

Por consiguiente, proponemos a la subunidad MED16 como un modulador de la
arquitectura radicular de Arabidopsis. Los resultados revelaron que la 6-PP actué
a través de MED16 por mecanismos aun desconocidos para incrementar la
expresion de WOXS5, el cual esta asociado con el bloqueo de la diferenciacion
celular (Sarkar et al., 2007). En cambio, la 6-PP inhibi6 la expresion de SCR en
Col-0 y med16-2, un factor de transcripcion asociado con la promocion de las
divisiones asimétricas que originan a las células endodermis/cértex (Cruz-Ramirez
et al., 2012). Por lo tanto, lo anterior sugiere que la 6-PP inhibi6 el crecimiento de
la raiz primaria de las plantas silvestres al disminuir la frecuencia de la division y la
diferenciacion celular en el meristemo de manera dependiente e independiente de
MED16 (Fig. 29).

También encontramos que la subunidad MED16 es un regulador de la arquitectura
radicular de Arabidopsis y que actla a través de la inhibicion de la proliferacion
celular por dos posibles mecanismos: I) influyendo a SHR, que es un factor movil
que regula la proliferacion celular de forma dependiente de la concentracion.
Niveles altos de SHR en el meristemo provocan la divisibn asimétrica de las
células iniciales, mientras que niveles intermedios impulsan la proliferacién celular
del NCP (Wang et al., 2011; Koizumi et al., 2012). Proponemos que MED16 esta
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involucrado en la regulacion positiva de la expresion de SHR para impedir que las
células se dividan desmesuradamente. I[I) MED16 actia como un regulador
negativo de la actividad de las proteinas CYCB necesarias para permitir la
progresion de las fases G2/M del ciclo celular, a la vez que regula negativamente
la expresion de PIN3 (Fig. 29).

9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el gen MEDIATOR16,
que codifica para la subunidad MED16 del CM, es un regulador de la arquitectura
radicular de Arabidopsis thaliana. Los analisis de la proliferacion celular mostraron
gue MED16 controla la frecuencia de la division en el meristemo de la raiz primaria
y el desarrollo de las raices laterales a través de la regulacién positiva de la
expresion de SHR, o bien, a través de la regulacion negativa de la actividad de la
proteina CYCB1 durante la progresion de la fases Gap2-Mitosis del ciclo celular
por mecanismos independientes a la acumulacion y/o sefializacion de auxinas. Sin
embargo, MED16 parece controlar la expresién de los genes PIN1 y PIN3, dos
transportadores involucrados en el desarrollo de las raices laterales. Por otra
parte, también encontramos que la 6-PP actia a través de la subunidad MED16
para regular positivamente la expresiéon de WOX5. Finalmente, observamos que la
6-PP regula negativamente la expresion del SCR, por lo que el efecto inhibidor de
la 6-PP en el crecimiento de la raiz primaria es causado por un desbalance entre

los eventos de la proliferacion y diferenciacion en el meristemo radicular (Fig. 29).
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Figura 29. Modelo propuesto sobre la participacién de MED16 en la sefalizacién de la 6-PP y la
regulacion de la arquitectura radicular de Arabidopsis. Las lineas negras indican la sefalizacion
promovida por el efecto de la 6-PP y las lineas azules indican la sefializacion exclusiva de MED16. 6-PP actlua
por mecanismos desconocidos a través de MED16 para regular positivamente la expresion de WOX5, a la vez
gue regula negativamente la expresién de SHR. Las lineas azules indican la sefializacion regulada por
MED16. La subunidad MED16 actia por dos posibles mecanismos para inhibir la division celular en el
meristemo de la raiz primaria. i) MED16 regula positivamente a SHR para impedir la proliferacion del NCP. ii)
MED16 puede actuar como un regulador negativo de la actividad de las proteinas CYCB1 necesaria para
permitir la progresion de las fases G2/M del ciclo celular y también actia como un inhibidor de la expresion de
PIN3 durante la formacion de las raices laterales.
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Resumen

Las plantas para adaptarse a situaciones adversas del ambiente han desarrollado
una gran diversidad de vias de sefializacibn que convergen en la expresion
genética. Uno de los procesos fundamentales para la decodificacion de la
informacion contenida en los genes a proteinas, es el proceso de transcripcion. En
la transcripcion participan elementos localizados en los promotores, la RNA
polimerasa Il y sus factores asociados. En la Ultima década se ha evidenciado la
importancia fundamental del complejo multiproteinico denominado MEDIADOR,
debido a su poder integrador para hacer converger diferentes vias de sefalizacion,
antes de canalizar las instrucciones para la transcripcion a la maguinaria de la RNA
pol Il'y responder asi a estimulos ambientales, hormonales o nutrimentales. En este
articulo se revisa la participacion de las subunidades del complejo MEDIADOR en
las respuestas al estrés abidtico generado por condiciones de crecimiento
desfavorables para las plantas.

Palabras clave: Transcripcion, complejo MEDIADOR, estrés abiotico.
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Funciones del complejo mediador en las respuestas de las plantas al estrés abidtico

Abstract

Functions of MEDIATOR complex in response to abiotic stress of plants. Plants have
a great diversity of molecular mechanisms directed by signaling pathways that
converge on gene expression for adaptation to unfavorable environmental

conditions. One of the fundamental steps in the genetic expression is the
transcription process. A critical component of transcription is the MEDIATOR
complex, which serves as a scaffold structure for the binding of various transcription
factors to the RNA polimerase Il during the activation of genes involved in responses
to environmental, hormonal or nutritional stimuli. Currently, MEDIATOR has
emerged as a sensor that regulates responses for various types of stress. We review
the involvement of the different subunits of the complex in responses to abiotic stress
generated by unfavorable environmental conditions for plants.

Keywords: Transcription, MEDIATOR complex, abiotic stress.

Introduccidén

Los cambios en el ambiente alteran el crecimiento y desarrollo de las plantas y de
esta forma afectan la produccién de alimentos a nivel mundial. Las plantas son
organismos sésiles y como tales, para sobrevivir, tienen que adaptarse a los
factores que derivan en el estrés abidtico (Pereira, 2016). Dichos factores
incluyen a: altos o bajos niveles de luz, radiacion ultravioleta A y B (UV-A y UV-B),
temperaturas elevadas y temperaturas bajas que provocan enfriamiento y
congelamiento, la sequia, las inundaciones, la acumulacion de metales y la salinidad
en los suelos, la deficiencia y/o toxicidad por nutrimentos (Ahmad y Prasad, 2012).
A nivel molecular, una de las primeras consecuencias del estrés abiotico es la
generacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno (ROS y RNS, por sus
siglas en inglés) las cuales alteran la actividad enzimatica y dafian la integridad del
DNA (Gill y Tuteja, 2010). Por ello las plantas cuentan con mecanismos dirigidos
por fitohormonas como el &cido abscisico (ABA) y el etileno que les permiten
responder al agobio. El ABA es una fitohormona que participa en diversos aspectos
del crecimiento, desarrollo y en la adaptacion al estrés bidtico y abidtico (Zhang,
2014). También el ABA es el regulador central de las respuestas al estrés osmético,
a la deshidratacion, a las temperaturas extremas y al estrés salino (Skubacz et al.,
2016; Suzuki et al.,, 2016). Por otra parte, el etileno estd involucrado en las
respuestas a la sequia, al ozono, a la inundacion, a las temperaturas extremas, al
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dafio mecanico, a la radiacion y a la salinidad (Gamalero y Glick, 2012; Tao et al.,
2015). Esencialmente estas dos fitohormonas controlan la expresién de los genes
gue codifican para la sintesis de proteinas utilizadas por las plantas para
protegerse contra el dafio provocado por el estrés abiotico.

_-’\ A

RNAmM
Traducciénl

e

—Protelna

Figura 1. Flujo de la informacién del DNA a la sintesis de proteinas en eucariontes. EI DNA es transcrito a
RNAm. Durante el procesamiento inicial del RNAm algunas regiones (intrones) son removidas y las regiones
remanentes (exones) son unidas. La molécula del RNAm (rojo) estd modificada en el extremo 5 por una capucha
CAP (esfera) y en el extremo 3” se une la cola poli A para permitir que el transcrito maduro se exporte desde el
nlcleo hacia el citoplasma. Una vez en el citoplasma el RNAm se traduce a una proteina (Modificado de O"Connor
y Adams, 2010).

La expresion genética comprende varios procesos, entre los que se incluye la
transcripcion, donde ocurre la producciéon del RNA mensajero (RNAm) y la
traduccién o sintesis de las proteinas, las cuales coordinan la funcion celular. La
sintesis del RNA durante la transcripcion (Fig. 1), es un proceso realizado por las
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RNA polimerasas, la cuales sintetizan moléculas de RNA tomando como base la
secuencia molde del DNA. En los eucariontes existen cinco clases de RNA
polimerasas (RNA pol I, II, Ill, IV y V). La RNA pol | sintetiza el RNA ribosomal (RNAr)
y la RNA pol Il el RNAr 5S, el RNAt, el RNA 7SL, el RNAsn U6 y algunos RNAs
pequefios, de los cuales la mayoria estan involucrados en el procesamiento del RNA
(Paule y White, 2000). Las RNA pol IV y V son enzimas especificas que generan el
RNA no codificante requerido para el silenciamiento transcripcional de los genes a
través de la metilacién del DNA dirigida por el RNA (Zhou y Law, 2015). Finalmente,
la RNA pol Il transcribe los genes en RNAm, mismos que se utilizan para la sintesis
de las proteinas durante la traduccion (Fig. 1) (Hahn, 2004).

H3K9 H3K4

Activador

Potenciador Promotor

Figura 2. Formacién del complejo pre-iniciador (PIC). La constitucién del PIC inicia con la union de un activador
a la region potenciadora del gen para promover el reclutamiento a la regién promotora de los factores de
transcripcion generales y de la RNA pol Il (azul). Secuencialmente el complejo mediador (rosa) y los FTlIs se unen
al promotor para estabilizar la maquinaria transcripcional. Los nucleosomas que flanquean el promotor presentan
un cdédigo de histonas distintivo, el cual marca al promotor para una transcripcion activa. Las modificaciones
epigenéticas incluyen la acetilacion de la histona H3 en las lisinas 9 y 14 (H3K9/14) (triangulos verdes) y la
metilacion de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4) (circulos amarillos). La repeticion CTD de la RNA pol Il esta
enriquecida con cinco marcas de fosfoserinas (globo verde) (Modificado de Shandilya y Roberts, 2012).

Un elemento imprescindible en la transcripcion es el Complejo MEDIADOR (CM),
que controla la actividad y el reclutamiento de la RNA pol Il y los factores de
transcripcion asociados durante la formacion de la maquinaria transcripcional
conocida como el complejo de pre-iniciacion (PIC, Pre-Initiation Complex) (Hahn,
2004; Carlsten et al., 2013). La transcripcién genética comienza con la formacion
del PIC en la region promotora del gen, continla cuando la RNA pol Il inicia la
sintesis del RNA y termina cuando la enzima se disocia del DNA. La formacién del
PIC requiere que el complejo TFIID se una a la caja TATA localizada en la secuencia
promotora de los genes, seguida por la entrada de los factores de transcripcion
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generales (GTFs, General Transcription Factors). Posteriormente, la RNA pol Il se
une con la subunidad TFIIF y estabiliza la formacién del PIC. En seguida, el
complejo MEDIADOR vy los factores transcripcionales TFIIE y TFIIH son reclutados
por el PIC para estabilizar la maquinaria de transcripcion (Fig. 2) (Thomas y Chiang,
2006; Shandilya y Roberts, 2012). Por lo antes mencionado, al CM se le considera
esencial para las diferentes vias de sefializacién que conducen a la regulacién de
la transcripcion por la RNA pol Il, debido a que integra y hace converger a las
seflales que se originan en respuesta al estrés abidtico (Tabla 1) (Samanta y

Thakur, 2015).

TABLA 1
Subunidades del CM de Arabidopsis que participan en el estrés abioético
y su relacién con las fitohormonas.

Sefializacion

Subunidades Médulo
fitohormonal

MED2 Cola
MED5 Cola
MED14 Cola ABA
MED16 Cola Etileno
MED25 Sin asignacion ABA
MED37 Sin asignacion BR

Funcién en las
respuestas al
estrés

Aclimatacién

al frio

Regula la via
de los
fenilpropanoides

Aclimatacion
al frio, estrés salino

Aclimatacién al frio,
tolerancia al estrés
osmotico,
regulacion de la
homeostasis del
hierro

Estrés salino,
estrés por sequia,
regulaciéon de la
homeostasis del
hierro

Estrés salino, al frio,
sequia

Referencia

Hemsley et al., 2014

Bonawitz, et al., 2011;
Bonawitz, et al., 2014

Pasrija y Thakur, 2012;
Hemsley et al., 2014

Warren et al., 1996; Boyce
et al., 2003; Knight et al.,
2009; Pasrija y Thakur,
2012; Hemsley et al.,
2014; Yang et al., 2014;
Zhang et al., 2014

Elfving et al., 2011; Chen
et al., 2012; Yang et al.,
2014

Alvim et al., 2001; Hong et
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Composicion del complejo MEDIADOR en diferentes
organismos

El CM primero se descubrié en las levaduras en 1990, pocos afios después se
reportdé en humanos (Kelleher et al., 1990; Fondell et al., 1996; Berk, 1999; Gu et
al., 1999) y tomé mas de una década purificar y caracterizar el CM en los cultivos
en suspension de Arabidopsis (Béckstrom et al., 2007). Dicho complejo también se
encuentra en ratones, insectos y gusanos (Jiang et al., 1998; Kwon et al., 1999;
Malik y Roeder, 2000; Park et al., 2001). Las predicciones bioinformaticas que
incluyen 16 especies vegetales que representan el reino vegetal completo,
establecen la existencia del complejo MEDIADOR en los principales cereales como
el arroz (Mathur et al., 2011). EI CM es un conglomerado multiproteico de tamafio
enorme y para evitar confusiones con los nombres de las subunidades, se adopto
una nomenclatura unificada para cada subunidad utilizando las siglas MED. El
numero de subunidades del CM puede variar de 25 a 30 dependiendo de la especie.
Otra caracteristica sobresaliente del CM es su estructura modular, formada por el
médulo cabeza, el médulo medio y el médulo cola, estos tres modulos juntos forman
lo que se conoce como el corazon del CM. Ademéas en el CM existe un mddulo
cinasa o CDKS, el cual consiste de las proteinas CDKS8, Ciclina C, MED12 y MED13
(Asturias et al., 1999; Dotson et al., 2000; Bourbon et al., 2004).

En levaduras el complejo MEDIADOR esta formado por aproximadamente 25
subunidades proteinicas (Kim et al., 1994), incluyendo los polipéptidos codificados
por los genes SUPPRESSOR OF RNA POLYMERASE B8 (SRB8), SUPPRESSOR
OF RNA POLYMERASE B9 (SRB9), SUPPRESSOR OF RNA POLYMERASE B10
(SRB10) y SUPPRESSOR OF RNA POLYMERASE B11 (SRB11) (Fig. 3) (Liao et
al., 1995; Liu et al.,, 2001; Guglielmi et al., 2004). En las plantas, el complejo
MEDIADOR se caracteriz6 con base a la similitud de sus secuencias con las de
Sacharomyces cerevisiae. En Arabidopsis, el CM esta formado por 21 subunidades
conservadas y seis especificas (Backstrom et al., 2007). Sin embargo, analisis
posteriores revelaron que las subunidades MED27, MED32 y MED33 son
homoélogas respectivamente, de las MED3/MED27, MED2/MED29 y MED5/MED?24
de levaduras y metazoos (Bourbon, 2008; Mathur et al., 2011). Las subunidades del
médulo cinasa en Arabidopsis se identificaron por aproximaciones bioinformaticas,
sin embargo, reportes posteriores sobre la funcion de las mutantes med12 y med13
indicaron la presencia del médulo cinasa (Gillmor et al., 2010). En un estudio
reciente se reportd la posible existencia de la subunidad MED26 en las plantas
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terrestres basandose en las investigaciones con Oryza sativa. No obstante, esta
subunidad no fue detectada en el grupo de las algas y en contraparte solo fue
identificada la subunidad MED1 en el alga roja Cyanidioschyzon merolae (Mathur et
al.,, 2011). Por lo tanto, se ha establecido que el complejo MEDIADOR de
Arabidopsis esté formado por 32 subunidades proteinicas (Fig. 3).

Modulo Cabeza Moédulo Intermedio Mdédulo Cola Sin asignacion CDK8
slelg 2lels Slalg HEAE AEAE:
$12|8 L R HELE Rk
gl g3 215|3 elg|2 2|18l gl 8|2
8|2 |8 8218 81218 82| 8 g8l2138
[Z] T ;,,, T|< (%) T ; %3 1: S\i (%) x i

MEDS | MED1 MED2 | MED2S| | | MED12

MEDS | MED4 MED3 || |mep2s I MED13 =

MED11 | * | |meD7 . MED5 | | | MED34 cdk8

MED17 MEDS MED14 | MED35 cyclinC

MED18 o | MED10 MED15 | 1 | [mep3s

MED19 | o MED21 MED16 | MED37

[ MED20 ] |+ | [men3 MED23 —i

MED22 .

MED28

MED30

Figura 3. Las subunidades del complejo mediador en Sacharomyces cerevisiae, Homo sapiens y Arabidopsis
thaliana. Las subunidades aisladas por métodos bioquimicos estdn marcadas con azul. Las subunidades
identificadas por métodos bioinformaticos estdn marcadas en naranja. Las subunidades estan agrupadas de acuerdo
a su localizacion dentro del complejo mediador. Los asteriscos representan duplicados parélogos de las subunidades
en el complejo mediador de Arabidopsis (Modificado de Yang et al., 2016).

Organizacion modular del complejo MEDIADOR

Las evidencias bioquimicas en las subunidades que conforman el CM de levaduras,
de humanos y de metazoos revelan una estructura compacta del complejo (Fig. 3)
(Asturias et al., 1999; Dotson et al., 2000; Liu et al., 2001; Suzuki et al., 2002;
Robinson et al., 2015). En las plantas, se ha establecido que las subunidades
MED6, MED8, MED11, MED17, MED18, MED20, MED22, MED28 y MED30 forman
parte del modulo cabeza que interactia con la RNA pol Il (Lariviere et al., 2012; Tsai
et al, 2014). A su vez, el sub-complejo MED8-MED18-MED20 estabiliza la
formacién del PIC (Kim et al., 1994; Lariviere et al., 2006; Takagi et al., 2006; Cai et
al., 2010). Las subunidades MED17 y MED21 se interconectan con el médulo cinasa
a través de la subunidad MED13 (Guglielmi et al., 2004). Baumli et al., 2005
observaron que MEDG6 al formar un puente con MED7-MED21 causa un cambio
conformacional que le permite al médulo interactuar con la RNA pol Il. El gen
ortélogo de MED1 no se ha detectado en plantas, exceptuando a las algas rojas
(Koschubs et al., 2010; Mathur et al., 2011).
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Otra parte del CM est4 integrada por el médulo cola formado por las subunidades
MED2, MED3, MED5, MED14, MED15, MED16 y MED23 que mantienen contacto
directo con los factores de transcripcién especificos y en consecuencia vinculan al
complejo unido al DNA con la RNA pol Il. En las levaduras, estos genes tienden a
contener elementos TATA y su expresion depende de los complejos SAGA y
Swi/Snf. En estos organismos, las sefiales causadas por varios tipos de estrés, por
limitaciones nutricionales, o sefiales involucradas en vias del desarrollo, son
percibidas por dichas subunidades (Ansari y Morse, 2012). En levaduras a la fecha
las subunidades del médulo cinasa o CDK8 no se han podido aislar junto con el
resto de subunidades del complejo (Liao et al., 1995; Liu et al., 2001). Sin embargo,
en Arabidopsis el efecto fenotipico de las mutantes medl2 y medl3 sugiere la
existencia del mddulo CDK dentro del complejo mediador (Gillmor et al., 2010).
Béasicamente, la asociacién del mddulo CDK con el ndcleo del CM implica la
inhibicion de la funcion de la RNA pol Il (Balciunas y Ronne, 1995; Borggrefe et al.,
2002; Plaschka et al., 2015).

Subunidades del complejo MEDIADOR implicadas en la
adaptacion al estrés abidtico

MEDIADOR 5

La subunidad MED5 del complejo MEDIADOR de plantas se caracterizd6 en
Saccharomyces cerevisiae como Med5/Nutl, la cual, estructuralmente se localiza
junto con Med2, Med3 y Med15 (Fig. 4) (Beve et al., 2005). En Arabidopsis, MED5
esta codificada por los genes paralogos MED5b/REF4 (REDUCED EPIDERMAL
FLORESCENCE 4) y MED5a/RFR1 (REF4-RELATED 1) (Dolan y Chapple, 2017).
Ambas subunidades son parcialmente redundantes y tienen actividad en la
homeostasis de los fenilpropanoides (Bonawitz et al., 2011). Las mutaciones ref4
causan enanismo e inhiben la biosintesis de los fenilpropanoides mientras que las
dobles mutantes ref4 rfrl mejoran la expresién de los genes de la biosintesis e
incrementan la acumulaciéon de los productos rio abajo de la via permitiendo la
restauracion del crecimiento por la deficiencia de lignina (Bonawitz et al., 2011,
Bonawitz et al., 2014). La lignina (polimero de naturaleza aromatica con alto peso
molecular que tiene como base estructural unidades de fenilpropano) es un
componente importante de la pared celular, que proporciona proteccion de las
células vegetales contra los factores adversos del medio ambiente. También los
fenilpropanoides participan en forma importante en las respuestas al estrés
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ambiental incluyendo la radiacion UV (Tabla 1) (Dixon y Paiva, 1995; Izbianska et
al., 2014).

B Modulo Cabeza

B Modulo Intermedio

I Modulo Cola

I Modulo CDK8

Subunidades sin
asignacion de médulo

MED26) MED35|

MED36|

Figura 4. Estructura del complejo mediador (CM) de plantas. El complejo mediador estd arreglado en cuatro
mddulos. Las subunidades marcadas con color azul representa al modulo cabeza, con color naranja al médulo
intermedio, el verde marca al médulo cola (MED25 no forma parte del CM de levaduras) y el parpura representa al
mdédulo CDK8. (Modificado de Samanta y Thakur, 2015). A las subunidades representadas en color salmén no se
les ha incluido en ningln médulo del complejo mediador. Las subunidades MED34, MED35, MED36 y MED37
son especificas de plantas.
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MEDIADOR 14

En levaduras, la subunidad MED14 funciona como puente entre los tres modulos
del CM por lo que su funcién es critica durante los procesos de transcripcion
genética (Robinson et al., 2015). En las plantas MED14 inicialmente fue nombrada
como STRUWWELPETER (SWP), una proteina requerida para el reclutamiento de
la RNA pol Il. La mutacion en el gen SWP provoca enanismo y muestra una
reduccion en la longitud de los 6érganos del follaje de Arabidopsis debido a que incide
en el tiempo de proliferacion celular, reduce el nimero de células durante las
primeras etapas de la iniciacion de los primordios y afecta la organizacion del
meristemo apical del brote (Autran et al., 2002). Pasrija y Thakur 2012, encontraron
que las auxinas disminuyen el nivel de transcripcion de MED14, en tanto que el ABA
lo incrementa. Aunado a esto, los niveles del transcrito de MED14 también
aumentaron en condiciones de estrés salino (Pasrija y Thakur, 2012), lo que sugiere
una posible relacion entre MED14 y ABA durante la adaptacion ambiental a dicho
estrés. Ademas del estrés salino, MED14 también controla la aclimatacién a bajas
temperaturas junto con las subunidades MED2 y MED16 a través de la regulacion
de la transcripcion de los genes COR (Cold-Regulated) (Hemsley et al., 2014) (Tabla
1).

MEDIADOR 16

MED16 esta conservado en levaduras, animales y plantas (Backstrém et al., 2007).
La subunidad MED16/SENSITIVE TO FREEZING 6 fue identificada en las mutantes
de Arabidopsis thaliana incapaces de aclimatarse al frio (Warren et al., 1996). La
baja de temperatura ambiental, alrededor de 2-5 °C, afecta adversamente el
crecimiento y el desarrollo vegetal por lo que las plantas activan mecanismos de
adaptacion codificados en los genes COR (Tomashow et al., 1997). La expresion
de los genes COR depende de los factores de transcripcion CBF1, CBF2 y CBF3
(C-box binding factor 1, 2 y 3) (Shi et al., 2017), también conocidos en Arabidopsis
como DREB1B, DREB1C y DREB1A, respectivamente (Liu et al, 1998).
MED16/SFR6 tiene una funcién critica durante la transcripcién de los genes COR
actuando rio abajo de los factores CBF (Knight et al., 2009). MED16 en conjunto
con las subunidades MED14 y MED2 es necesaria para el reclutamiento de la RNA
pol 1l durante la unién de los factores CBF a los elementos C-repeat/drougth
responsive element (CRT/DRE) de la region promotora de los genes COR (Hemsley
et al., 2014).

Ciencia Nicolaita # 73 10 Abril de 2018



Funciones del complejo mediador en las respuestas de las plantas al estrés abidtico
MED16/SFR6 también ha sido implicado en la tolerancia al estrés osmoético. En las
plantas mutantes sfr6 | esta bloqueada la expresion de los genes COR dependiente
de CRT y esto conduce a la disminucién de la tolerancia al estrés y la incapacidad
de aclimatacion al frio (Boyce et al.,, 2003). Pasrija y Thakur, 2012 vincularon a
MED16 con las respuestas al estrés salino debido a que la presencia de NaCl en el
medio incrementdé sus niveles de expresion. En respuesta a otras hormonas
vegetales, solo los Brasinoesteroides (BR) fueron capaces de disminuir la expresion
de MED16. Sin embargo, hasta el momento no se ha establecido alguna relacion
entre los BR y otras fitohormonas con las respuestas al estrés abiético regulada por
MED16. Adicionalmente, MED16 también estd involucrada en la respuesta por
deficiencia del hierro al modular la expresion de los genes de captacion del hierro
IRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER 1) y FRO2 (FERRIC REDUCTION
OXIDASE 2). Dicha modulacién se regula mediante la interaccion del factor de
transcripcion FIT (FER-LIKE IRON DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION
FACTOR) con la proteina Ib bHLH (Ib basic Helix-Loop-Helix) y la consiguiente
formacién del complejo FIT/Ib bHLH, el cual se une al promotor de los genes IRT1
y FRO2 (Zhang et al., 2014). El hierro es un nutriente esencial para el crecimiento y
desarrollo de las plantas pero es tdxico en exceso (Li et al., 2016). La utilizacion de
antagonistas del etileno intensifican los efectos adversos provocados por el hierro,
como la inhibicion de la longitud de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana, mientras
que las mutantes sobreproductoras del etileno (etol-1 y etol-2) redujeron
significativamente la inhibicién, por lo cual se sugirié que el etileno desempefia una
funcién esencial en la homeostasis del hierro (Li et al., 2015). Por otra parte, MED16
también controla la homeostasis del hierro mediante la asociacion con los factores
de transcripcion EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) y EIL1 (ETHYLENE
INSENSITIVE3-LIKE 1) involucrados en la via de sefializacion del etileno a través
de la subunidad MED25 (Yang et al., 2014). Sin embargo, la conexion directa entre
MED16 y el etileno durante la resistencia al exceso del hierro no ha sido totalmente
clarificada (Tabla 1).

MEDIADOR 25

MED25, inicialmente denominada PFT1 (PHYTOCRHOME AND FLOWERING
TIME1), es una proteina nuclear que actla rio abajo de PHYB para regular la
expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) durante la fase de floracion en
Arabidopsis (Cerdan y Chory, 2003; Backstrom et al., 2007). MED25, también se ha
relacionado con el mantenimiento de los niveles redox en la raiz
(Sundaravelpandian et al., 2013), con la defensa contra patégenos (Kidd et al.,
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2009), en procesos de desarrollo como la formacién de las raices laterales (Raya-
Gonzélez et al., 2015), en la homeostasis del hierro junto con MED16 (Yang et al.,
2014) y en otras respuestas relacionadas al estrés abidtico. MED25 es requerida
durante la represion transcripcional de los genes de respuesta al crecimiento, a la
sequia, al ABA vy a la resistencia a salinidad (Elfving et al., 2011; Chen et al., 2012).
En el estrés salino, MED25 funciona rio abajo de los factores de transcripcién
DREB2A, ZFHD1 y MYB-like promoviendo el reclutamiento de la RNA pol Il a través
de un mecanismo conservado en todas las especies vegetales (Elfving et al., 2011).
La represion de los genes en respuesta a la sequia involucra la interaccion de
MED25 vy el factor de transcripcion DREB2A (Elfving et al., 2011). La mutante med25
incrementa el nivel de expresion de los genes marcadores de respuesta a la sequia,
mientras que la mutante dreb2a disminuye la expresion de los mismos genes lo que
indica funciones opuestas durante la aclimatacion (Elfving et al., 2011).

El ABA esté intimamente relacionado con la sequia, el calor y la salinidad (Suzuki
et al., 2016). MED25 como muchas otras proteinas, estd involucrada en la
regulacion del ABA a través del factor de transcripcion ABA INSENSITIVES (ABI5)
(Chen et al., 2012). ABI5 funciona en la sefializaciéon de ABA y es muy importante
en las adaptaciones fisiol6gicas durante las condiciones ambientales desfavorables
(Skubacz et al., 2016). En la ausencia del ABA, MED25 es requerido para mantener
los niveles bajos de la proteina ABI5, en tanto induce la transcripcion de ABI5
después del tratamiento con ABA (Chen et al., 2012). La funcién ambigua y
aparentemente antagoénica de MED25 durante la sefializacion del ABA demuestra
un papel importante en las respuestas a estimulos ambientales diversos.

MEDIADOR 37

MED37 es una subunidad del complejo mediador especifica de las plantas
identificada en Arabidopsis por inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-AtMed6
(Béackstrom et al., 2007). También MED37 es conocida como BiP1l (BINDING
INMUNOGLOBULIN PROTEIN1), una proteina del reticulo endoplasmatico (RE)
inicialmente caracterizada como un miembro de la familia de las chaperonas HSP70
(Heat Shock Protein 70) (Rose et al.,, 1989). En Arabidopsis, BiP participa en el
desarrollo del gametofito femenino y es esencial para la regulacion de la
proliferacion del endospermo (Maruyama et al., 2016). MED37 es inducible por
brasinoesteroides y estimulos luminicos (Hong et al., 2008; Pasrija y Thakur, 2012).
La expresion de MED37 también es sobrerregulada en estrés ocasionado por frio y
salinidad, sin embargo, dicha expresién es desregulada en presencia del acido
jasménico (JA) (Pasrija y Thakur, 2012). En plantas de tabaco y soya, la
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sobrexpresiéon de BiP atenla el estrés e incrementa la tolerancia a la sequia (Alvim
et al., 2001). Lo anterior sugiere que MED37 funciona como un centro regulador de
distintas vias de sefializacion durante las respuestas a diversos estimulos
ambientales.

Conclusiéon

El complejo MEDIADOR en Arabidopsis thaliana esté integrado por 32 subunidades
proteinicas que orquestan la transcripcion mediante el control de la actividad y el
reclutamiento de la RNA pol Il y de los factores asociados. Su funcion es la
integracion de las sefiales ambientales, nutricionales y hormonales, asi como la
expresién de los genes implicados en el desarrollo y crecimiento vegetal en
condiciones desfavorables. Las mutantes de los genes MED5 (med5a y med5b)
estan afectadas en la biosintesis de fenilpropanoides, asi como en la resistencia al
estrés abiotico. La mutante medl6 es incapaz de adaptarse a las bajas
temperaturas por defectos en la expresion de los genes COR de adaptacion al
enfriamiento/congelamiento. MED25 es requerida durante el crecimiento, la sequia
y resistencia a la salinidad y MED25 junto con MED16 estéan involucradas en la
homeostasis del hierro a través de la regulacion de los genes de respuesta al
etileno. La expresion de MED37 también es sobrerregulada por el estrés ocasionado
por frio y salinidad y se ve positivamente afectada por los cambios en iluminacién.
En conjunto, esta informacién destaca el papel preponderante del complejo
MEDIADOR en la biologia de los vegetales.
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