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Resumen 

Las plantas se encuentran expuestas a diferentes tipos de estrés que causan daños 

en sus tejidos. El estrés abiótico puede deberse a diversos factores ambientales, 

como la exposición a altas concentraciones de metales, sequía, salinidad, entre 

otros. Dichos agobios resultan en la pérdida de tejidos, que en ocasiones se pueden 

revertir total o parcialmente gracias a los ajustes en la expresión de genes 

necesarios para procesos de regeneración. Para que la transcripción de dichos 

genes se lleve a cabo, se requiere al complejo Mediador, que sirve de andamio entre 

los factores transcripcionales generales y la ARN polimerasa II.  

Las mutantes de la subunidad MED18 presentan un programa de muerte celular en 

el meristemo de la raíz e hipersensibilidad a diferentes tipos de estrés. En este 

trabajo, se analizó la respuesta de las mutantes med18-1 y med18-2 a la exposición 

con Cr(VI), observando que, en concentraciones sub-letales del metal, se inhibe la 

longitud de la raíz primaria y se generan dos meristemos a partir de uno, los cuales 

terminan por formar dos raíces independientes. El proceso de formación de la doble 

raíz depende del factor transcripcional ERF115, de la vía de señalización de las 

auxinas a través de la proteína SOLITARY ROOT (SLR) y del transporte adecuado 

de esta fitohormona a través de los transportadores de la familia PIN. 

Los resultados revelaron un programa de morfogénesis en el que la función de 

MED18 y la respuesta adaptativa al Cr(VI) actúan de manera sinérgica para 

promover la regeneración in vivo de la raíz de Arabidopsis. 

 

Palabras clave: Estrés abiótico, regeneración, MED18, Cr(VI), auxinas. 
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Abstract 

Plants are exposed to different types of stress, which cause damage to their tissues. 

Abiotic stress can be generated by environmental factors, such as exposure to 

metals, drought, salinity, among others. These damages can result in the loss of 

tissue, and sometimes are fully or partially reversed by expression of genes required 

for cell regeneration. The MEDIATOR complex serves as scaffold between general 

transcriptional factors and RNA polymerase II.  

The MED18 subunit has a program of cell death in the meristem and presents 

hypersensitivity to different types of stress. In this work, we analyzed the response of 

med18-1 and med18-2 mutants to Cr(VI) supplementation, and found that in sub-

lethal concentrations the length of the primary root is inhibited, but two meristems are 

generated from a single one, which allows the formation of two independent roots. 

The process of formation of the double root depends on the transcriptional factor 

ERF115, the auxinic response factor SOLITARY ROOT (SLR) and the transport of 

auxin through the PIN proteins. 

The results revealed a morphogenesis program in which MED18 and Cr(VI) act 

synergistically to promote root regeneration in vivo in Arabidopsis. 

 

Keywords: Abiotic stress, regeneration, MED18, Cr(VI), auxins 
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1. Introducción 

Las plantas presentan un programa de desarrollo post-embrionario que les permite 

modificar el fenotipo de la parte aérea y del sistema radical de acuerdo a las 

condiciones del medio (Bartels y Sunkar, 2005; Hu et al., 2014). Existen dos tipos 

principales de estrés, el biótico y abiótico. El primero se debe a la interacción con 

otros organismos, que pueden ser insectos herbívoros o microorganismos. El estrés 

abiótico ocurre cuando la planta percibe cambios en el ambiente generando una 

respuesta adaptativa (Wang et al., 2003; Aung et al., 2018).  

El daño en los tejidos causado por los diferentes tipos de estrés, puede inducir un 

programa de regeneración, que implica la regulación de la división, el crecimiento y 

la diferenciación celular (Sugimoto et al., 2011). En este proceso participan los 

factores de transcripción WUSCHEL (WUS) y SHOOT MERISTEMLESS (STM), los 

que en explantes de tejidos presentan una sobre-expresión y cuya función es 

importante en la organogénesis del follaje (Xu et al., 2006). Mientras que la 

regeneración de la raíz se relaciona con las proteínas PLETHORA (PLT), SHORT-

ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR), las cuales participan en el mantenimiento del 

centro quiescente (QC, por sus siglas en inglés) y también en el flujo de las auxinas 

al regular la transcripción de los transportadores PIN (Xu et al., 2006; Sena y 

Birnbaum, 2010; Rosspopoff et al., 2017).  

Un aspecto novedoso y reciente en las investigaciones sobre el proceso de 

regeneración en plantas, corresponde a la identificación del factor transcripcional 

ETHYLENE RESPONSE FACTOR 115 (ERF115) en un programa de regeneración 

de la raíz de Arabidopsis. Para llevar a cabo dicho programa, se requiere que el QC 

se divida después de la exposición a agentes genotóxicos para recuperar los tejidos 

perdidos en la punta de la raíz primaria después de ser escindida (Heyman et al., 

2013; Heyman et al., 2016).  

Además de las proteínas ya mencionadas, en forma paralela se requiere al complejo 

MEDIADOR (MED), compuesto por más de 30 subunidades necesarias en la 

transcripción. Las mutantes de Arabidopsis afectadas en la subunidad MED18 

presentan un programa de muerte celular en el meristemo de la raíz primaria (Raya-

González et al., 2018 ), por lo que es de nuestro interés investigar los mecanismos 
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que regulan este daño, así como los efectos del cromato [Cr(VI)], un agente 

genotóxico, sobre el crecimiento de la raíz primaria. 

 

2. Antecedentes 

 

2.1. Características de Arabidopsis thaliana 

Arabidopsis thaliana es una dicotiledónea de la familia Brassicaceae con distribución 

cosmopolita (Meyerowitz, 1987; Krämer, 2015). La planta adulta tiene una altura 

aproximada de 40 centímetros, consiste de una roseta con un tallo floral principal. Su 

fruto es una silicua, y cada una de ellas puede formar de 30 a 60 semillas (Fig. 1), 

viables hasta por dos años (Meyerowitz, 1987). Debido a que Arabidopsis presenta 

un ciclo de vida corto, a la gran cantidad de semillas que se obtienen de un individuo 

y a la estructura sencilla de su raíz, se utiliza como organismo modelo en 

investigaciones en biología del desarrollo, aspecto central en este trabajo .  

Los estudios sobre Arabidopsis comenzaron a mediados del siglo XX, y en el año 

2000 se reportó la secuencia completa de su genoma, que consta de 114.5 Mb/125 

Mb (mega pares de bases) distribuidos en cinco cromosomas. Actualmente, existe 

un gran número de líneas mutantes y recursos genómicos que facilitan los estudios 

celulares y moleculares con Arabidopsis. 

 

2.2. Importancia del sistema radicular  

El sistema radicular ancla las plantas al suelo, posibilita la obtención de agua y 

nutrientes, además sintetiza fitohormonas como las auxinas, citocininas, etileno, 

ácido abscísico y giberelinas (Mauseth, 2003; Eshel y Beeckman, 2013). Las raíces 

también sintetizan compuestos que se exudan hacia la rizósfera, por ejemplo, ácidos 

orgánicos y flavonoides (Walker et al., 2003). Dicho sistema se conforma por una 

raíz primaria de la cual emergen raíces laterales y pelos radiculares. Además, puede 

haber formación de raíces adventicias a partir de otros órganos de la planta, como 

los tallos.  
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Figura 1. Crecimiento y desarrollo de Arabidopsis. Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 en 

diferentes etapas de su ciclo de vida: A) Crecimiento a partir de una semilla. Se muestra el estado 

vegetativo hasta los 39 días y reproductivo a partir de los 45 días. En el día 59 se aprecia la formación 

de silicuas maduras. B) Flor. C) Un grano de polen y D) Silicuas maduras, de lado izquierdo se 

presenta una vaina cerrada, del derecho, una vaina abierta con semillas. Modificado de Krämer et al., 

(2015).  

  

1 Figura 1. Crecimiento y desarrollo 
de Arabidopsis 
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Existe una gran diversidad de raíces, por ejemplo, las de anclaje comunes en 

plantas epífitas. Las raíces de tipo neumatóforos que ayudan a la respiración en 

hábitats inundados presentan un geotropismo negativo, estas raíces las 

encontramos en plantas conocidas como manglares. Las raíces haustoriales 

presentes en plantas parásitas, penetran el tejido del hospedero con la finalidad de 

obtener nutrientes. Existen también las raíces tuberosas, las cuales sirven de 

reserva, primordialmente de carbohidratos como el almidón (López‐Bucio et al., 

2005). 

En cuanto a su origen, las raíces se dividen en dos tipos principales, fibrosas y 

pivotantes. La primera, típica de monocotiledóneas, es aquella en la que no se 

distingue la raíz primaria, presenta una gran ramificación debido a la producción de 

raíces laterales y adventicias. Mientras que en la raíz pivotante, a diferencia de la 

anterior, es larga y mantiene la dominancia apical, con ramificaciones de menor 

tamaño, por lo que alcanza mayor profundidad en los suelos, por ejemplo, las raíces 

de algunas especies de mezquites llegan a alcanzar los 100 metros de longitud 

(Russell et al., 2013). 

 

2.2.1. Crecimiento y desarrollo del sistema radicular 

Para que la germinación de la semilla ocurra tiene que finalizar el periodo de 

dormancia, cuando esto sucede, emerge la radícula que conformará la raíz primaria. 

Posteriormente, el hipocotilo crece, hay apertura de los cotiledones y se activan los 

meristemos. El crecimiento y desarrollo en plantas ocurre por dos meristemos 

principales, el apical caulinar que origina a los brotes y el apical radicular a la raíz 

primaria (Fig. 2), de la que emergen las raíces laterales (Bentsink y Koornneef, 

2008). 

La arquitectura del sistema radicular se refiere a su “configuración espacial” (Lynch, 

1995), la cual es modificada por un programa de desarrollo controlado 

genéticamente y presenta cierta plasticidad en respuesta a diversos tipos de estrés 

por medio de procesos como la división celular en meristemos, el crecimiento y la 

diferenciación (Dolan et al., 1993; Lynch, 1995; Sánchez-Calderón et al., 2013; 

Rogers y Benfey, 2015). 
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Figura 2. Meristemo apical caulinar y radicular de Arabidopsis. En el panel A) observamos el 

meristemo apical caulinar con sus yemas axilares que posibilitan la formación de hojas, ramas y flores 

y en el panel B) se aprecia el meristemo radicular, sitio principal de división celular para el crecimiento 

de la raíz. Modificado de Gaillochet y Lohmann (2015). (Gaillochet y Lohmann, 2015)  

 

 

2.3. Anatomía del sistema radicular de Arabidopsis thaliana 

A. thaliana tiene un sistema radical pivotante, con la raíz primaria como eje principal 

de crecimiento, raíces laterales de distintos órdenes, pelos radiculares y puede 

presentar raíces adventicias. La raíz primaria se divide en tres zonas principales: la 

meristemática (ZM), la de elongación (ZE) y la de diferenciación (ZD) (Fig. 3A) 

(Dolan et al., 1993). Algunos autores reconocen una zona más entre el meristemo y 

la zona de elongación, a la que llaman basal o de transición (Dastidar et al., 2012; 

Ivanov y Dubrovsky, 2013). En la ZM se localizan las células del QC que guían el 

crecimiento y el desarrollo del sistema radical (Fig. 3B), además de producir células 

nuevas, las cuales al entrar a la ZE crecerán para después pasar a la ZD, en la cual 

ocurre la formación de raíces laterales y pelos radiculares (Fig. 3A) (Scheres et al., 

1994). 

2 Figura 2. Meristemo apical caulinar y radicular de 
Arabidopsis 
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Figura 3. Zonas de la raíz y estructura del nicho de células iniciales en la raíz primaria de 

Arabidopsis. A) Zonas de la raíz primaria de Arabidopsis. B) La imagen izquierda representa la 

punta de la raíz primaria de Arabidopsis, marcando el nicho de células iniciales (NCI) y las células 

hijas más cercanas. A la derecha se presenta un acercamiento del NCI en donde se muestra en 

diferente color cada tejido. Modificado de Ubeda-Tomás et al., (2012) y Azpeitia et al., (2013). 

(Azpeitia et al., 2013) (Ubeda-Tomás et al., 2012) 

 

2.3.1. Zona meristemática 

En la parte más distal del ápice de la raíz primaria encontramos la ZM. Debido a la 

alta actividad mitótica de ésta zona, se producen las células nuevas que conforman 

la raíz (Ivanov y Dubrovsky, 2013). En la ZM se encuentra el nicho de células 

iniciales (NCI) formado por el QC, un centro organizador que mantiene el estado 

indiferenciado de las células iniciales que lo rodean (Fig. 3B) (Van den Berg et al., 

1997). 

El QC en Arabidopsis está formado por cuatro células con una baja actividad 

mitótica, que se encuentran en contacto directo con cada una de las células iniciales 

3 Figura 3. Zonas de la raíz y estructura del nicho de células 
iniciales en la raíz primaria de Arabidopsis 
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de la raíz. Al dividirse una célula inicial, el QC mantiene a la célula proximal como 

inicial y a la distal como célula hija, la cual se dividirá varias veces hasta su 

diferenciación, dando lugar a cada linaje de los tejidos (Fig. 3) (Dolan et al., 1993; 

Scheres et al., 1994; Van den Berg et al., 1995; Van den Berg et al., 1997; Nawy et 

al., 2005). El QC es de suma importancia, ya que funge como el centro de 

señalización del NCI, que a su vez reprime la diferenciación de las células 

proliferativas que lo rodean. Además, se sabe que si una célula inicial se pierde, 

alguna del QC se dividirá para reemplazarla (Kidner et al., 2000; Cruz-Ramírez et al., 

2013).  

 

2.3.1.1. División en el meristemo radicular 

Una de las principales funciones de la zona meristemática es la generación de 

células mediante el proceso de la mitosis a través del ciclo celular. Éste se divide en 

cuatro fases: G1 (G de gap en inglés), S [síntesis del ácido desoxirribonucleico 

(ADN)], G2 (G de gap en inglés) y M (mitosis). A las fases G1, S y G2 se les llama 

interfase. Existen dos puntos de control importantes en el ciclo celular, uno en la 

transición de G1 a S y otro de G2 a M (Gutierrez, 2009). Estos puntos de control se 

regulan por los complejos formados por las proteínas cinasas dependientes de 

ciclinas (CDK por sus siglas en inglés) y las ciclinas, mismas que permiten la 

continuación o el arresto del ciclo celular. En el primer control participan las CDK tipo 

A (CDKA), y en el segundo las tipo A y B (CDKB). La actividad de las CDKA 

depende de su unión con las ciclinas A y D y las CDKB con las ciclinas A y B 

(Mironov et al., 1999). Las concentraciones de las ciclinas varían según la fase del 

ciclo en la que presentan una actividad reguladora, así que su aparición y 

desaparición depende de la expresión del gen que las codifica y de la degradación 

de la proteína, respectivamente. Una alta concentración de las ciclinas 

correspondientes a cada punto de control, permite a la célula transitar de G1 a S y 

de G2 a M (De Veylder et al., 2007; Gutierrez, 2009).  
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2.3.1.2. Mantenimiento del meristemo radicular 

La pérdida del QC conduce a la formación de un nuevo centro organizador, lo que 

indica que la posición dentro del NCI está determinada por su ubicación en vez de 

depender del linaje celular (Van den Berg et al., 1997; Xu et al., 2006; Sena et al., 

2009). Desde el estado embrionario, las auxinas actúan como reguladores 

importantes para la formación del QC. En el meristemo de la raíz el máximo de las 

auxinas está ligado con el posicionamiento del QC, debido al transporte de éstas 

célula a célula desde la parte aérea y a la producción local en el ápice (Blilou et al., 

2005; Grieneisen et al., 2007).  

En el QC se expresa el factor transcripcional WOX5 (WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX5), que regula negativamente a la CYCD3;3 lo que evita la división de 

estas células y de este modo promueve su estado indiferenciado. WOX5 además 

migra a las células iniciales de la columnela y evita así su diferenciación (Forzani et 

al., 2014). La pérdida de función de este factor afecta al QC y resulta en la 

diferenciación de las células iniciales de la columnela. Debido a que en la mutante 

wox5 no se pierde totalmente el meristemo y la raíz sigue creciendo, se sugiere que 

la expresión de algún otro gen redundante mantiene la identidad de las células 

iniciales. Dicho gen podría ser WOX7, su homólogo más cercano (Nardmann y Werr, 

2007; Sarkar et al., 2007; Gallagher, 2013). 

Los factores transcripcionales SHR (SHORT-ROOT) y SCR (SCARECROW), 

pertenecientes a la familia GRAS (GIBBERELLIN-INSENSITIVE, REPRESSOR of 

ga1-3, SCARECROW), participan en el mantenimiento del meristemo. SHR se 

expresa en el cilindro vascular, desde donde se moviliza al QC y a las células 

iniciales del córtex y endodermis donde interacciona con SCR (Fig. 4). El complejo 

SHR-SCR promueve la expresión de WOX5 en el QC y de la ciclina D6 (CYCD6) en 

las células hijas de las iniciales del córtex y endodermis y promueve también las 

divisiones asimétricas, para así formar estos tejidos (Di Laurenzio et al., 1996; 

Helariutta et al., 2000). SHR es requerido por sí solo para la especificación de la 

endodermis (Nakajima et al., 2001). 

Dentro de la familia de los factores transcripcionales con dominio AP2 se encuentran 

PLT1 (PLETHORA 1) y PLT2 (PLETHORA 2), los cuales, además de ser esenciales 
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en el mantenimiento del nicho de células iniciales, regulan la división celular y su 

expresión está relacionada con el máximo de auxinas establecido en el meristemo 

de la raíz (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007). Las proteínas PLT se relacionan 

con las auxinas al regular la división celular en el meristemo de la raíz y modulan la 

polarización de los transportadores PIN. A su vez, estos transportadores regulan la 

expresión de los genes PLT (Aida et al., 2004; Blilou et al., 2005; Takatsuka y 

Umeda, 2014). 

 

 

 

Figura 4. Movimiento de SHR e interacción con SCR en la raíz primaria de Arabidopsis. La 

proteína SHR se moviliza de las células del cilindro vascular al QC y a las células iniciales del córtex y 

la endodermis, donde interacciona con SCR, lo cual permite la división periclinal de las células 

iniciales. En las células hijas del córtex, el complejo SHR-SCR promueve la expresión de SCR. Se 

muestra en diferente color cada tejido celular. Modificado de Abrash y Bergmann (2009). (Abrash y 

Bergmann, 2009) 

4 Figura 4. Movimiento de SHR e interacción con SCR en la raíz 
primaria de Arabidopsis 



12 
 

2.3.2. Zona de elongación 

Más allá del meristemo, con dirección a la base de la raíz primaria se localiza la ZE, 

la cual es de fácil distinción ya que las células que pasan a ésta zona crecen 

polarmente aumentando su longitud hasta 20 veces su tamaño inicial (Ivanov y 

Dubrovsky, 2013). Cuando la punta de la raíz se encuentra frente a una barrera 

mecánica, la ZE es la primera en presentar modificaciones para solucionar el 

problema. Debido a esto, los núcleos de las células en la ZE son impulsados hacia 

las paredes por el crecimiento de la vacuola central (Verbelen et al., 2006). 

 

2.3.3. Zona de diferenciación 

Por último, más próxima a la parte basal de la raíz, está la zona de diferenciación, en 

la cual las células adquieren su forma y función final. El inicio de esta zona se puede 

identificar y diferenciar de la zona anterior a simple vista, ya que es donde 

encontramos las raíces laterales y pelos radiculares (Dolan et al., 1993). 

 

2.3.3.1. Formación de raíces laterales 

Las raíces laterales derivan de células del periciclo, las cuales entran en división en 

la ZD cuando se va a formar una nueva raíz (Dolan et al., 1993; Dubrovsky et al., 

2000). Se llama pre-iniciación al definirse el destino celular de las células 

fundadoras. El inicio de la división de las células fundadoras del periciclo depende 

del flujo de auxinas, proveniente del ápice de la raíz y de los brotes. El primer 

cambio que se puede observar es la migración de sus núcleos hacia la pared celular 

que las separa, seguido de las primeras divisiones anticlinales (Laskowski y Ten 

Tusscher, 2017; Moller et al., 2017). Divisiones anticlinales y periclinales adicionales 

forman el domo de lo que será el primordio de la raíz lateral, el cual eventualmente 

emergerá y formará una raíz lateral, a la que se le considerará como tal cuando 

presente actividad mitótica en su meristemo (Peret et al., 2009). La anatomía de las 

raíces laterales es similar a la de la raíz primaria, pero con una mayor variabilidad en 

el número de filas de cada línea celular (Dolan et al., 1993). 
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2.3.3.2. Pelos radiculares 

Los pelos radiculares ayudan a la planta al anclaje y a la adquisición de nutrientes, 

por lo que cumplen una importante función adaptativa. Estas estructuras provienen 

de células epidérmicas llamadas tricoblastos, localizadas en posición H (del Inglés 

hair cell) sobre dos células corticales adyacentes. Las células que no forman pelos 

son los atricoblastos, que se encuentran en posición N (del Inglés non hair cell), 

sobre la pared celular de una sola célula del córtex (Dolan et al., 1993; Galway et al., 

1994). Dicha posición y diferenciación celular de pelos radiculares se puede 

encontrar en monocotiledóneas y sólo en algunas familias del orden Capparales, 

como la familia Brassicaceae, a la que pertenece Arabidopsis (Cormack, 1947; 

Dolan y Costa, 2001). En Arabidopsis los pelos radiculares tienen un crecimiento 

rápido, de alrededor de 1 µm por minuto y pueden llegar a medir 1 mm o más 

(Grierson y Schiefelbein, 2002). 

 

2.4. Participación de las auxinas en los principales procesos de 

crecimiento y desarrollo de Arabidopsis 

Las plantas, por su estilo de vida sésil, requieren una continua renovación de células 

junto con un balance entre proliferación, crecimiento y diferenciación. Estos procesos 

son regulados por fitohormonas que en algunos casos actúan directamente sobre 

genes implicados en el ciclo celular (Michniewicz et al., 2007; Gutierrez, 2009). La 

primera fitohormona descubierta hace ya casi un siglo fue una auxina (Thimann y 

Koepfli, 1935).  

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales relacionadas con el crecimiento y 

desarrollo mediante la regulación de la expresión génica. Están implicadas de 

manera directa o indirecta en la división celular, en la organización de meristemos, 

en la formación del QC en el embrión (Hardtke y Berleth, 1998; Hamann et al., 

2002), en el fototropismo, en la interacción con otras vías de señalización hormonal 

e incluso en la interacción con organismos patógenos y benéficos (Thimann y 

Koepfli, 1935; Mockaitis y Estelle, 2008; Vert y Chory, 2011; Boivin et al., 2016; 

Weijers et al., 2018).  
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Las auxinas participan en la mayoría de los procesos del desarrollo y esto conlleva a 

una estricta regulación de su síntesis, conjugación y degradación. Existen dos vías 

principales en la biosíntesis de estas fitohormonas, una que depende del triptófano y 

otra independiente a éste, en la que se obtiene ácido-indol-3-acético (AIA) a partir 

del ácido indol-3-pirúvico. Sin embargo, el principal precursor del AIA es el triptófano. 

Este aminoácido es modificado por las enzimas TAA1/TAR (TRYPTOPHAN 

AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS1/TRYPTOPHAN 

AMINOTRANSFERASE RELATED) y YUC (YUCCA) para obtener como resultado el 

AIA, la auxina más abundante en las plantas (Fig. 5A) (Woodward y Bartel, 2005; 

Mashiguchi et al., 2011). Existen otras auxinas como el ácido indol-3-butírico y el 

ácido 4-cloroindol-3-acético, además del ácido fenilacético que no presenta el anillo 

indol en su estructura química. Los niveles de auxinas en las células son regulados 

al cambiar el AIA a ácido 2-oxindol 3-acético o conjugarlo con los aminoácidos 

glutamato o aspartato (Fig. 5A) (Vernoux y Robert, 2017). 

Las auxinas son producidas por órganos jóvenes como el meristemo apical, hojas 

emergentes y semillas en desarrollo, sin embargo, también se sintetizan en las 

raíces, específicamente en la zona meristemática y en los primordios de las raíces 

laterales (Ljung et al., 2001; Ljung et al., 2005; Michniewicz et al., 2007).  

Las plantas responden tempranamente a cambios en los niveles de las auxinas. 

Orquestando esta respuesta se han descrito cuatro familias de genes: Aux/IAA 

(Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID), ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR), SAUR (small 

auxin upregulated RNAs), y la familia GH3 (auxin-responsive Gretchen Hagen3). Se 

han reportado 29 proteínas represoras Aux/IAA en Arabidospsis thaliana 

(Overvoorde et al., 2005; Luo et al., 2018), aunque los genes codificantes fueron 

identificados por primera vez en la soya (Glycine max) y en el chícharo (Pisum 

sativum) (Walker y Key, 1982; Theologis et al., 1985).  

Las proteínas Aux/IAA son moléculas de vida corta, en los genes de esta familia se 

conservan las secuencias que codifican para cuatro dominios (dominio I, II, III y IV) 

con regiones intermedias variables. El dominio I le confiere la actividad represiva a la 

proteína, mientras que el II la inestabilidad (Tiwari et al., 2004). Los dominios III y IV 

permiten la dimerización con otras proteínas Aux/IAA y ARF (Ulmasov et al., 1997; 
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Ouellet et al., 2001). Cuando se presentan niveles bajos o ausencia de auxinas, las 

proteínas Aux/IAA se unen a las ARF, inhibiendo así la transcripción de los genes 

blanco de estos factores de transcripción (Fig. 5B) (Abel y Theologis, 1996; Yang et 

al., 2004).  

 

 

 

Figura 5. Metabolismo y señalización de las auxinas en Arabidopsis. A) Vía del metabolismo de 

las auxinas, en donde se obtiene ácido indol-3-acético (AIA) a partir del triptófano, con la participación 

de las enzimas TAA1/TAR y YUC. B) En concentraciones bajas de auxinas, los Aux/IAA se 

encuentran unidos a los ARF, inhibiendo su actividad. Cuando las auxinas se encuentran en niveles 

altos se unen al receptor TIR1, éste último interacciona con los Aux/IAA y el complejo SFC marca por 

medio de ubiquitinación a los Aux/IAA para su degradación por el proteosoma 26S. Esto resulta en la 

liberación de los factores transcripcionales ARF y el inicio de la transcripción de genes de respuesta a 

las auxinas. Modificado de Vernoux y Robert (2017) y Woodward y Bartel (2005). 

 

 

En el caso contrario, cuando se tienen niveles altos de auxinas, las proteínas 

Aux/IAA interaccionan con los receptores TIR/AFB (TRANSPORT INHIBITOR 

RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN) que forman parte del complejo 

SCF, el cual es conformado también por las proteínas ASK1, CUL1, y RBX1. Este 

complejo ubiquitina a los represores Aux/IAA que posteriormente son degradados 

5 Figura 5. Metabolismo y señalización de las auxinas en 

Arabidopsis 
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por el proteosoma 26S. De esta manera quedan libres las proteínas ARF, lo que 

permite que se unan a los promotores de los genes de respuesta a auxinas para que 

se lleve a cabo su transcripción (Fig. 5B) (Weijers et al., 2005; Tan et al., 2007; Parry 

et al., 2009). 

Las auxinas inducen la expresión de varios genes de la familia Aux/IAA (Abel et al., 

1995; Overvoorde et al., 2005), lo que sugiere la importancia de estas proteínas 

como reguladores de la transcripción. Se han descrito varias mutantes de ganancia 

de función de diferentes miembros de esta familia, entre ellos la mutación en el gen 

SOLITARY-ROOT/IAA14, la cual no presenta formación de raíces laterales debido a 

un bloqueo de la división celular en las células del periciclo. Además, la mutación 

altera la formación de pelos radiculares y la respuesta al gravitropismo en la raíz y 

en el hipocotilo. Interesantemente, este fenotipo no puede ser revertido con la 

aplicación de auxinas exógenas, lo que sugiere una regulación específica en la 

señalización de las auxinas (Fukaki et al., 2002). 

A partir de los sitios donde se sintetizan las auxinas, estas son transportadas a 

tejidos distantes a través de dos tipos de transporte: un transporte rápido (no polar), 

que ocurre a través del floema y un transporte polar, de célula a célula (Davies, 

2010). El transporte polar se divide a su vez en dos: a larga distancia, donde recorre 

toda la planta y, a corta distancia, donde se desplaza a tejidos específicos. Este 

último está estrictamente controlado, es específico, requiere energía y es sensible a 

inhibidores como el ácido N-1-naftilftalámico (NPA) y el ácido 2,3,5-triyodobenzoico 

(TIBA) (Michniewicz et al., 2007; Morris et al., 2010). 

El transporte polar de auxinas se lleva a cabo gracias a transportadores localizados 

en la membrana plasmática, aunado a diferencias del pH que afectan el estado 

iónico del AIA. En el apoplasto, el AIA se encuentra protonado debido a que el pH es 

aproximadamente de 5.5 y en forma aniónica en el simplasto a un pH de 7.0. La 

membrana plasmática es permeable al AIA protonado sin carga e impermeable a la 

forma aniónica, este cambio de pH permite que el AIA quede dentro del citosol. Los 

transportadores encargados de la entrada del AIA a las células incluyen a AUX/LAX 

(AUXIN1/LIKE-AUX1) y las proteínas que llevan a cabo la salida de las auxinas son 

los transportadores PIN. Se han identificado ocho genes pertenecientes a este 
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último tipo de transportadores en Arabidopsis y las proteínas codificadas se 

encuentran distribuidas asimétricamente en la membrana (Fig. 6). Existe un tercer 

tipo de transportadores de auxinas, que pertenecen a la subclase B de las proteínas 

ABC, las cuales participan en la salida de las auxinas a través de la membrana 

plasmática y en el tonoplasto y a diferencia de los transportadores PIN, los ABC no 

presentan una distribución asimétrica (Russell et al., 2013).  

 

2.4.1. Regulación de las auxinas en la división celular en el 

meristemo de la raíz 

Se ha reportado la participación de las auxinas en la iniciación y posicionamiento de 

órganos como hojas, flores y raíces laterales (Reinhardt et al., 2000; Benková et al., 

2003). Las auxinas están presentes desde la embriogénesis y mediante una línea 

reportera de respuesta a auxinas se ha observado una ubicación específica 

diferencial en cada estado embrionario. En este mismo estudio se determinó cómo 

las células del embrión adoptaban su polaridad para establecer un eje basal-apical y 

este proceso depende de un gradiente hormonal. Lo anterior resulta en la formación 

de dos meristemos, uno que dará origen a la parte aérea (SAM; por sus siglas en 

inglés) y otro a la raíz primaria de la planta (RAM; por sus siglas en inglés) (Friml et 

al., 2003). La localización polarizada de las proteínas PIN en la raíz de Arabidopsis 

determina, en parte, la formación del gradiente auxínico. Esta localización puede 

variar en respuesta al desarrollo de la planta y por cambios en el ambiente (Wabnik 

et al., 2011). El gradiente auxínico, a su vez, es necesario para el mantenimiento de 

la identidad celular en las células donde se encuentra y en células adyacentes, 

además, se requiere para la división y expansión celular (Sabatini et al., 1999; Blilou 

et al., 2005; Grieneisen et al., 2007). 

Las proteínas PIN determinan la velocidad y la dirección del transporte de las 

auxinas en la raíz y son tejido-específicas (Petrášek et al., 2006; Wiśniewska et al., 

2006). PIN1 se localiza en la parte inferior de las membranas de las células de la 

vasculatura, lo que permite un transporte acropétalo; PIN2 en la parte superior de las 

células marcando un transporte basipétalo en células de la epidermis. A PIN3 y PIN7 

las encontramos en las células de la columnela y a diferencia de PIN1 y PIN2, su 
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distribución no es polarizada. PIN4 al igual que PIN1 dirige un transporte acropétalo 

(Fig. 6) (Wabnik et al., 2011). 

 

 

 

Figura 6. Ubicación de las diferentes proteínas PIN en el meristemo de la raíz de Arabidopsis. 

PIN1 y PIN4 se representan en color verde, PIN2 en rojo y PIN3 y PIN7 en azul. Las flechas indican la 

dirección del flujo de las auxinas. La imagen en la esquina inferior izquierda muestra los niveles de las 

auxinas en la punta de la raíz primaria. Figura adaptada de Wabnik et al., (2011). 

 

 

En 1995 se propuso que la proteína ABP1 (Auxin binding protein 1) podría funcionar 

como receptor de auxinas (Hertel, 1995). Esto se descartó en investigaciones 

posteriores donde se demostró, gracias al estudio de distintas líneas de pérdida de 

6 Figura 6. Ubicación de las 
diferentes proteínas PIN en el 
meristemo de la raíz de 
Arabidopsis 
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función, que ABP1 no era necesario para la señalización auxínica ni para el 

desarrollo normal de Arabidopsis (Strader y Zhao, 2016). Debido a lo anterior, se ha 

sugerido que las proteínas PIN podrían funcionar como receptores de las auxinas, 

dado que su presencia está directamente relacionada con los gradientes y los 

eventos de señalización subsecuentes (Strader y Zhao, 2016).  

En los primeros reportes en Arabidopsis de inducción de la división celular en el 

meristemo de la raíz por las auxinas, se aplicó auxina exógena y se observó un 

mayor índice de división celular. Está descrito que las auxinas promueven la 

expresión del gen CDKA;1 que codifica para una ciclina (Hemerly et al., 1993; 

Ferreira et al., 1994; Doerner et al., 1996) y también que regulan la expresión de 

CYCB1 y CYCA2 (Roudier et al., 2003; Hartig y Beck, 2006). Además, se descubrió 

que varios genes que codifican para estas ciclinas contienen elementos de 

respuesta a auxinas (AuxREs) (Hu et al., 2003).  

Las ciclinas y las CDK forman dímeros que participan en la regulación de la 

progresión del ciclo celular de la fase G1 a S y de G2 a M (Takatsuka y Umeda, 

2014). Durante la transición de G1 a S, justo antes de la duplicación del ADN, 

encontramos a los factores transcripcionales E2F, de los cuales se han descrito ocho 

en el genoma de Arabidopsis. La proteína RBR (RETINOBLASTOMA-RELATED) se 

une a los factores E2F y así queda inhibida su actividad. Para liberar a E2F una CDK 

unida a una ciclina, tiene que fosforilar a RBR y de esta forma los factores 

transcripcionales E2F pueden llevar a cabo su función e inducir la expresión de los 

genes necesarios para la transición de G1 a S (Yao et al., 2018). Específicamente, el 

factor E2FB presenta una mayor estabilidad en presencia de auxinas, lo que sugiere 

nuevamente una regulación directa sobre el ciclo celular (Xie et al., 1996; Nakagami 

et al., 1999). 

Aparte de la regulación directa de las auxinas sobre el ciclo celular, también se han 

descrito cambios en factores de transcripción implicados en el mantenimiento del 

nicho de células iniciales de la raíz. Por ejemplo, una inhibición del transporte de 

auxinas por la aplicación del inhibidor NPA genera una expresión ectópica de WOX5 

(Ding y Friml, 2010). 
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La proteína RBR es el ortólogo de la proteína retinoblastoma en mamíferos (RB), la 

cual secuestra a los factores de transcripción E2F (Xie et al., 1996). Por otra parte, 

RBR es necesaria para el mantenimiento de las células iniciales del meristemo de la 

raíz, ya que una reducción en su expresión conlleva a la formación de más células 

iniciales y una sobreexpresión resulta en la perdida de éstas células (Wildwater et 

al., 2005). Debido a que el complejo CDK/ciclina fosforila e inactiva a RBR, que a su 

vez está influenciado por las auxinas, esto podría ser un mecanismo para mantener 

la población de células iniciales y de este modo la viabilidad y mantenimiento del 

nicho de células iniciales (Takatsuka y Umeda, 2014).  

 

2.5. Daño en plantas por estrés abiótico  

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para enfrentar diferentes tipos de 

estrés ambiental, ya que cuentan con un programa de desarrollo post-embrionario 

plástico que les permite modificar el fenotipo de la parte aérea y del sistema radicular 

de acuerdo a las condiciones del medio (Bartels y Sunkar, 2005; Hu et al., 2014). 

Existen dos diferentes tipos principales de estrés, el biótico y abiótico. El primero se 

debe a interacción con otros organismos, que pueden ser parásitos o patógenos. El 

estrés abiótico ocurre cuando se perciben cambios ambientales, generando una 

respuesta adaptativa ante la sequía, el calor, la salinidad, la desnutrición, la 

presencia de metales, la luz ultravioleta, etc. (Russell et al., 2013). La combinación 

de estos puede exacerbar el daño que cada uno de ellos ocasiona por separado.  

La carencia de macronutrientes como el fósforo, el cual es adquirido por las raíces 

en su forma inorgánica (PO4
3-), es un ejemplo de estrés abiótico (Bloom et al., 1985; 

Holford, 1997; Williamson et al., 2001; López-Bucio et al., 2002). No sólo la falta de 

nutrientes representa un problema para las plantas, algunos metales como el cobre 

(Cu), zinc (Zn) y níquel (Ni), los cuales son micronutrientes esenciales, en 

concentraciones elevadas son tóxicos (Kovalchuk et al., 2001; Munzuroglu y Geckil, 

2002). Otros metales no esenciales también causan estrés y su toxicidad varía 

dependiendo de la concentración y del estado de oxidación (Gichner et al., 2006).  

El daño al ADN por estrés abiótico puede deberse indirectamente al incremento de 

Especies Reactivas de Oxígeno (ERO). Se ha observado que después de un estrés 
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biótico o abiótico se presenta una inducción rápida y transitoria de ERO, causando la 

oxidación de macromoléculas como proteínas y ácidos nucleícos. Dicho estrés 

puede mantenerse por una exposición prolongada, lo que es perjudicial para las 

células y en general para el organismo (Richards et al., 1998; Keunen et al., 2011).  

 

2.6. Antecedentes sobre la regeneración de los organismos 

Los organismos multicelulares están expuestos constantemente a daño mecánico o 

al ataque de depredadores que generan pérdidas de extremidades. Dichos órganos 

pueden ser regenerados parcial o completamente dependiendo del organismo, ya 

sea un animal o una planta. La regeneración es un proceso de restauración que 

ocurre de manera continua, ya que por este medio se reparan las células, tejidos y 

órganos cuya funcionalidad es necesaria durante las diferentes transiciones del 

desarrollo y permite completar el ciclo de vida de los organismos (Birnbaum y 

Sanchez-Alvarado, 2008). 

Los primeros estudios de regeneración en animales se llevaron a cabo en 

metazoarios. Abraham Trembley (1740), investigó especímenes de Hydra (Lenhoff et 

al., 1986; Bernat y Pasqual., 2013), Peter Simon Pallas estudió este proceso en 

planarias (Pallas et al., 1766), dos años más tarde, Lazzaro Spallanzani publicó un 

artículo sobre la regeneración en larvas de anfibios y en salamandras (Spallanzani, 

1769; Alvarado Sánchez, 2000). Actualmente se utilizan varias especies para 

investigar la regeneración en animales, como la mosca de la fruta (Drosophila 

melanogaster), el nematodo Caenorhabditis elegans, el pez cebra (Danio rerio), y la 

rana Xenopus laevis, además de pollos y ratones (Alvarado Sánchez, 2000).  

Uno de los animales que ha recibido mayor atención por su alto nivel regenerativo es 

el ajolote (Ambystoma mexicanum), anfibio endémico de México. En un estudio 

reciente sobre su genoma, se determinó que genes relacionados con la formación 

de las extremidades en la embriogénesis, como los genes homeóticos HoxA, 

presentan más repeticiones y un mayor tamaño en comparación con sus genes 

ortólogos en humanos y ranas. Además, se observó una inducción positiva a nivel 

de transcripción de otros genes importantes en la regeneración como Ly6 

(Nowoshilow et al., 2018). Los proteínas homeóticas (Hox) son un tipo de factores 
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transcripcionales de gran importancia en el desarrollo y en la determinación de la 

identidad celular y de órganos. Los genes que codifican para estas proteínas 

conservan una secuencia llamada “homebox”. Genes relacionados con los genes 

Hox, implicados con la identidad de los órganos, son llamados genes homeóticos, 

por ejemplo, los genes WUS y WOX5 (Russell et al., 2013).  

La familia de genes a la que pertenece Ly6 tiene una importante participación en 

diversas funciones descritas en humano y ratón, como: en la proliferación celular, en 

la migración, en interacciones célula – célula, en la maduración de células del 

sistema inmune, en la activación de macrófagos y en la producción de citocinas 

(Loughner et al., 2016). 

A través del tiempo la comparación de la regeneración entre animales y plantas no 

tardó en aparecer. La Hydra que estudió Trembley había sido previamente descrita 

como planta por Anton van Leeuwenhoek, hasta que Trembley observó que su 

comportamiento era más parecido al de un animal. Para su sorpresa, después de 

cortarla por la mitad, la Hydra podía regenerarse al igual que las plantas (Bernat y 

Pasqual., 2013), las cuales se caracterizan por su alto potencial organogénico. La 

regeneración no se restringe a los metazoarios y a las plantas, en el hongo 

Trichoderma atroviride se ha descrito la recuperación de los tejidos de hifas al ser 

dañadas por un corte (Hernández-Onate et al., 2012).  

Mediante el cultivo de tejidos a partir de células somáticas diferenciadas de plantas, 

se han podido generar organismos completos. Esto se logró bajo condiciones 

apropiadas, como un balance de nutrientes y de las hormonas vegetales auxinas y 

citocininas (Skoog y Miller, 1957; Cary et al., 2002; Birnbaum y Sanchez-Alvarado, 

2008; Rosspopoff et al., 2017). Así comenzó el estudio de la regeneración en 

plantas. 

 

2.6.1. Regeneración celular en plantas 

Las plantas están expuestas a diferentes tipos de estrés que deterioran sus tejidos. 

El ataque de microorganismos causantes de enfermedades como hongos y 

bacterias, la depredación por insectos o herbívoros y el daño causado por el viento, 

la lluvia y el granizo comprometen su sobrevivencia. De igual forma, se ven 
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afectadas por la exposición a sequía, salinidad, altas concentraciones de metales, 

entre otros tipos de estrés. Todo esto afecta al sistema radicular, el cual es esencial 

para el funcionamiento del organismo debido a su función en la captación de agua y 

nutrientes. 

Los primeros estudios de regeneración de tejidos en plantas se realizaron con 

explantes a partir de los cuales se inducía la formación de una masa de células 

llamada “callo”, que podía generar un organismo completo. En un principio, se creía 

que las células del callo generado tenían que pasar por un proceso de 

desdiferenciación para entrar en división celular y posteriormente diferenciarse en 

los futuros tejidos del organismo. Estudios más recientes han demostrado que esta 

organogénesis de novo ocurre a partir de células perivasculares que no sufren el 

proceso de desdiferenciación. En efecto, dicho proceso es más parecido al 

desarrollo de un primordio de raíz lateral. Esto se demostró al analizar los transcritos 

presentados en los callos, los cuales fueron similares a los que se presentan durante 

la iniciación de las raíces laterales. Esta organogénesis de novo es un posible 

reminiscente de los procesos que ocurren en el meristemo apical de la raíz 

(Rosspopoff et al., 2017). También se ha descrito que un primordio de raíz lateral 

puede desarrollar una raíz o un meristemo apical de brote si se expone a 

concentraciones altas de auxinas o citocininas. Lo anterior ocurre en una ventana 

específica del desarrollo de los primordios de raíces laterales. Actualmente se 

investigan los estadios por los que pasan las células al regenerar tejidos. Se ha 

sugerido que dichos cambios en el desarrollo se llevan a cabo mediante un proceso 

de transdiferenciación, que implica un cambio de un tipo celular a otro sin pasar por 

el proceso de desdiferenciación (Sugimoto et al., 2011; Rosspopoff et al., 2017).  

En animales se ha utilizado recientemente el término metaplasia, que se refiere al 

cambio de un tipo celular a otro y que incluye además de la transdiferenciación, la 

conversión de células madre o totipotentes a tejidos diferenciados. Éste término se 

aplicó a nivel celular, aunque en el cáncer en humanos se refiere a un excesivo 

crecimiento de una masa de células (Tosh y Slack, 2002). 
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2.6.2 Regeneración de la raíz de Arabidopsis  

Las plantas manifiestan respuestas altamente flexibles que les permiten modificar el 

fenotipo del follaje y del sistema radicular de acuerdo a la condiciones del medio 

(Bartels y Sunkar, 2005; Hu et al., 2014). Cuando hay pérdida de partes del 

organismo, hay recuperación parcial o total de éstas. Si se eliminan los meristemos 

aéreos o radiculares, éstos se recuperan en pocos días. Cuando no se pueden 

restablecer estos meristemos, se generan órganos de novo, como brotes axilares y 

raíces laterales (Shimizu-Sato y Mori, 2001; Sena et al., 2009). Por ejemplo, si se 

corta una raíz primaria en la zona de diferenciación, lo que se obtiene es la 

formación de una o varias raíces laterales cercanas al área del corte. Si se 

presentan heridas en los tallos, éstas pueden ser reparadas en caso de ser 

incisiones pequeñas (Aloni et al., 2006; Bellini et al., 2014; Ikeuchi et al., 2016).  

Además, en Arabidopsis, diferentes tipos de estrés ocasionan que las células 

iniciales del meristemo de la raíz mueran selectivamente, ante esto se ha descrito 

que si una célula inicial se pierde, alguna del QC se dividirá para reemplazarla 

(Kidner et al., 2000; Fulcher y Sablowski, 2009; Heyman et al., 2013). Previamente al 

proceso de división que ocurre para reemplazar a las células dañadas, existe una 

señalización que implica la inducción de la expresión de WOX5, PLT3, PLT5 y PLT7, 

además de SCR y SHR (Heyman et al., 2016).  

 

2.6.3. La eliminación del meristemo activa un programa de 

regeneración celular 

Sena y col. (2009) describieron un programa novedoso de regeneración que ocurre 

en tiempos posteriores a la escisión de la punta de la raíz primaria de A. thaliana. 

Los autores reportaron la regeneración completa de la punta de la raíz a los 4 días 

post-corte (dpc) (Fig. 7). Un estudio más detallado mostró que a las 24 horas post-

corte (hpc) algunos genes clave para el mantenimiento del nicho de células iniciales 

ya habían iniciado su expresión. Los genes expresados correspondían al factor 

transcripcional WOX5 y a los transportadores PIN, además de observarse divisiones 

en todos los tejidos cercanos al área del corte y el reinicio de la formación del 

máximo de auxinas en la punta de la raíz (Sena et al., 2009). Con esta información, 
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los investigadores demostraron que no se requiere el nicho de células iniciales para 

regenerar completamente la punta de la raíz. Lo que si se requiere son mecanismos 

de re-especificación celular, por ejemplo, el cambio de identidad de células cercanas 

al corte y la presencia de doble identidad celular (Sena et al., 2009).  

En estudios posteriores se evaluó con más detalle, mediante el uso de líneas 

marcadoras, el inicio de la expresión génica después del corte del meristemo de la 

raíz. Se describió que el re-establecimiento de las líneas celulares recapitula un 

desarrollo embrionario, al observarse de las 3 a las 16 hpc hay una sobre-regulación 

de genes y células con una identidad mixta. Se observó la existencia de células con 

identidad de QC y al mismo tiempo de columnela, algo similar a lo que ocurre en el 

meristemo basal y en la hipófisis del embrión (Efroni et al., 2016).  

Heyman y col. (2016) describieron la inducción de dos genes no reportados antes en 

el proceso de regeneración después del corte de la punta de la raíz. Estos genes 

fueron ERF115 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 115) y PAT1 (PHYTOCHROME 

A SIGNAL TRANSDUCTION 1), el primero pertenece a la familia de factores 

transcripcionales de respuesta a etileno (ERF), aunque la proteína para la que 

codifica no está específicamente relacionada con la percepción o señalización de 

dicha fitohormona (Heyman et al., 2013). El segundo es PAT1, pertenece a la familia 

GRAS y fue identificado por estudios de interacciones moleculares. La participación 

de PAT1 en la regeneración se confirmó mediante la fusión del promotor del gen con 

la secuencia codificante del gen reportero de la proteína verde fluorescente (y sus 

variantes) y su expresión co-localizó con la de ERF115, que antecede a la 

regeneración del tejido (Fig. 7). Por otra parte, las líneas mutantes ERF115SRDX y 

pat1 carecen de la capacidad de regeneración anteriormente mencionada, lo que 

permitió concluir que el complejo ERF115-PAT1 es crucial para la recuperación del 

meristemo de la raíz en respuesta a un estrés ambiental (Heyman et al., 2016).  

 

2.7. Regulación de la vía auxínica posterior a la escisión de la punta 

de la raíz de Arabidopsis 

En el estudio donde se corta la punta de la raíz de Arabidopsis, se evaluó la 

expresión de los transportadores PIN mediante líneas reporteras y se observó una 
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inducción clara de estos marcadores a las 24 hpc. Dicha inducción se relaciona 

directamente con el reinicio de la formación del máximo de auxinas en el tejido 

regenerado. Esto sugiere que es necesario el establecimiento del gradiente de 

auxinas para que ocurra correctamente el proceso de regeneración de la raíz. La 

participación de las auxinas se confirmó mediante la aplicación del inhibidor del 

transporte de auxinas NPA, con lo que se afectó la re-especificación celular que 

permite la recuperación de los tejidos (Sena et al., 2009). 

 

 

 

Figura 7. Regeneración en Arabidopsis después de la escisión de la punta de la raíz. El panel 

superior muestra a una raíz antes del corte, en el momento del corte y a diferentes horas post-corte 

(hpc), la regeneración está completa a las 72 hpc y se acompaña de una máxima expresión de 

ERF115:GFP mostrado en verde a las 24 hpc. En el panel inferior se muestra el corte y la 

recuperación a diferentes horas y la expresión de ERF115:TdTomato en rojo y de PAT1:GFP en 

verde. El color amarillo indica una co-localización de estas dos proteínas. Modificado de Heyman et 

al., (2016). 

 

 

7 Figura 7. Regeneración en Arabidopsis después de la 
escisión de la punta de la raíz 
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2.8. Muerte selectiva de células iniciales por estrés genotóxico 

Las células totipotentes en animales tienen una alta sensibilidad a agentes que 

dañan el ADN, usualmente causan muerte celular programada o apoptosis, esto se 

ha explicado como un proceso adaptativo que evita la acumulación de mutaciones 

(Rich et al., 2000; Schumacher et al., 2001). Al exponer a Arabidopsis a drogas 

como zeocina, bleomicina y a luz UV, se indujeron rupturas de la doble cadena del 

ADN, lo que causó una muerte específica de las células iniciales del meristemo de la 

raíz, así como de las células hijas cercanas (Fig. 8). La muerte celular también 

afectó el QC, dando lugar a una diferenciación prematura e inhibición del crecimiento 

(Fulcher y Sablowski, 2009).  

 

 

 

Figura 8. Muerte selectiva de células iniciales y células hijas cercanas en el meristemo de la 

raíz. En el panel A) observamos la estructura de la punta de la raíz de Arabidopsis. En rojo están 

marcadas las células iniciales y en verde las células del QC, que en las siguientes imágenes 

representan la expresión de WOX5:GFP marcado con una flecha. En el panel B) se presenta una raíz 

en condiciones controles, y en el C) una raíz expuesta a bleomicina, las células en rojo son las células 

muertas. Modificado de Fulcher y Sablowski (2009). 

 

8 Figura 8. Muerte selectiva de células iniciales 
y células hijas cercanas en el meristemo de la 
raíz 
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2.9. Participación de ERF115 en la regeneración de la raíz después 

del daño celular  

Heyman y col. (2016) observaron que, después de la exposición a drogas que dañan 

la estructura del ADN, se induce la muerte de células iniciales del tejido vascular, 

además de la expresión del factor transcripcional ERF115 en las células vecinas al 

sitio de daño (Fig. 9). 

En las plantas silvestres (ecotipo Col-0), se observó, tras la muerte celular inducida 

con bleomicina, una ampliación del dominio de expresión de WOX5 en etapas 

tempranas. Mientras que en la mutante ERF115SRDX, carente del factor ERF115, 

falla el restablecimiento del QC y muestra una continua inducción de muerte celular 

incluso después de retirar la droga del medio de cultivo (Heyman et al., 2013; 

Heyman et al., 2016).  

 

 

 

Figura 9. Inducción del factor transcripcional ERF115 en respuesta al daño en el ADN. En la 

primera imagen se muestra la raíz de Arabidopsis en condiciones adecuadas de crecimiento, en la 

segunda la expresión de ERF115:GFP en verde y en rojo las células muertas debido a la exposición a 

bleomicina. La flecha marca el QC. Modificado de Heyman et al., (2016). 

9 Figura 9. Inducción del factor 
transcripcional ERF115 en respuesta al 
daño en el ADN 
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2.10. Efecto del cromato en plantas 

Entre los factores abióticos que generan estrés y daño en las plantas están los 

metales. El cromo (Cr) es un metal en transición, es el séptimo elemento más 

abundante en la corteza terrestre, podemos encontrarlo en aire, agua y suelos. Esta 

contaminación se debe a la actividad industrial y al consumo de productos que lo 

contienen: se utiliza en aleaciones, en el curtido de cuero, en colorantes y pinturas, 

etc. (Mohan y Pittman, 2006; Gomes et al., 2017). El Cr existe comúnmente como 

oxianión trivalente [Cr(III)] o hexavalente [Cr(VI)], ya que las demás formas de 

oxidación intermedias son inestables (Kotaś y Stasicka, 2000; Zayed y Terry, 2003). 

El Cr(VI) es más tóxico para los seres vivos debido a que presenta mayor solubilidad 

que el Cr(III), y se asocia con el oxígeno formando oxianiones de cromato (CrO4
2-) o 

dicromato (Cr2O7
2-) (Becquer et al., 2003).  

El cromato es un elemento no esencial para las plantas y en suelos contaminados 

afecta el crecimiento de hojas y raíces, lo que reduce la productividad de los cultivos 

(Cervantes et al., 2001; Shanker et al., 2005). Dicha toxicidad depende inicialmente 

de su forma química, ya que esto determina su absorción y translocación. Hasta la 

fecha, no se han descrito transportadores específicos para alguna de las formas del 

Cr en plantas, pero se ha reportado que el Cr(VI) puede ingresar a través de 

permeasas de aniones esenciales como las del sulfato. Además, el hierro (Fe), 

azufre (S) y fósforo (P), compiten con el Cr(VI) durante su entrada a las células 

(Wallace et al., 1976; Cervantes et al., 2001; Shanker et al., 2005). El Cr(VI) requiere 

energía metabólica para entrar a la planta, a diferencia del Cr(III) que ingresa 

pasivamente y es retenido en sitios de intercambio catiónico en la membrana celular 

(Zayed et al., 1998; Becquer et al., 2003; Marschner, 2012). 

En estudios en cultivos se encontró una mayor acumulación de Cr en plantas 

crecidas con Cr(VI) que con Cr(III) y su transporte preferencialmente se llevó a cabo 

por el xilema. En Vigna radiata, el Cr(VI) se encontró en una concentración 80 veces 

mayor en las raíces que en los brotes (Skeffington et al., 1976; Zayed et al., 1998; 

Shanker et al., 2004). El transporte del Cr desde la raíz hacia el follaje es bajo 

debido a su inmovilización en las vacuolas y esto se ha sugerido como un probable 

mecanismo para evadir la toxicidad del metal (Shanker et al., 2004). Tanto el Cr(III) 
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como el Cr(VI) atraviesan la endodermis a través del simplasto, donde podría ocurrir 

la reducción del Cr(VI) a Cr(III), después de lo cual es retenido en el córtex de la 

raíz. La reducción ocurre a pesar de que las angiospermas carecen aparentemente 

de enzimas reductoras para el cromato (Shanker et al., 2005). 

Debido a su toxicidad, el Cr(VI) impacta negativamente en la mayoría de los 

procesos fisiológicos en diversas especies de monocotiledóneas y dicotiledóneas, 

incluyendo la germinación (Zeid, 2001), el crecimiento del follaje (Anderson et al., 

1973; Barceló et al., 1986; Sharma y Sharma, 1993; Karunyal et al., 1994; Barton et 

al., 2000) y el desarrollo de las raíces (Panda y Patra, 2000; Tang et al., 2007). 

Todos estos cambios resultan en una disminución en el rendimiento y en la 

producción de materia seca (Biacs et al., 1995; Vajpayee et al., 2000). A nivel 

bioquímico, el Cr(VI) altera la fotosíntesis al inhibir el transporte de electrones, 

disminuye el potencial hídrico y afecta la nutrición mineral al reducir la captación de 

iones esenciales de los principales macronutrientes, como el nitrógeno (N), fósforo 

(P), potasio (K), hierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), zinc 

(Zn), cobre (Cu), calcio (Ca) y boro (B). El Cr(VI) también inhibe la actividad 

enzimática, lo que resulta en la disminución de la producción de fitoquelatinas y el 

incremento de la producción de ERO (Panda y Choudhury, 2005; Shanker et al., 

2005). 

Se ha utilizado cromato de potasio (K2CrO4) como fuente de Cr(VI) para evaluar los 

efectos tóxicos de este metal en Arabidopsis thaliana. En concentraciones bajas (20 

- 40 µM) se encontró una estimulación del crecimiento de la raíz y de la biomasa del 

brote (Fig. 10 A y B). En concentraciones sub-letales (60 µM) inhibió el crecimiento 

de la raíz primaria, el peso fresco, el contenido de clorofila y la formación de raíces 

laterales, pero indujo una mayor formación de las raíces adventicias (Fig. 10C). En la 

concentración más elevada de cromato que se evaluó (140 µM), se observó una 

inhibición total del crecimiento de la raíz primaria (Fig. 10B): se pierde el meristemo, 

se arresta la división celular y se promueve la diferenciación (Martinez-Trujillo et al., 

2014; López-Bucio et al., 2015) 
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Figura 10. Inhibición del crecimiento de la raíz y del follaje de Arabidopsis e inducción de la 

formación de raíces adventicias en exposición a Cr(VI). A) Inhibición del crecimiento de la raíz 

primaria en concentraciones crecientes de K2CrO4. B) Imagen representativa de plantas mostrando 

clorosis en altas concentraciones de cromato. C) Formación de raíces laterales cercanas a la punta 

de la raíz primaria en exposición a 120 µm Cr(VI). Modificado de Martínez‑Trujillo et al., 2014 (A y B), 

López-Bucio et al., 2015 (C).  

 

 

2.10.1. Mecanismo de toxicidad del cromato  

Los efectos negativos del cromato en los organismos y en específico en las plantas, 

se atribuyen al incremento de las ERO, las cuales son productos del metabolismo 

10 Figura 10. Inhibición del crecimiento 
de la raíz y del follaje de Arabidopsis e 
inducción de la formación de raíces 
adventicias en exposición a Cr(VI) 
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cuando la planta se encuentra bajo estrés. La acumulación de estas especies 

presenta problemas en el organismo cuando las concentraciones superan la 

capacidad de la célula para contrarrestarlas mediante los sistemas de 

destoxificación. Las ERO son cualquier derivado de oxígeno que sea más reactivo 

que una molécula de oxígeno (O2) por sí misma (Foyer y Noctor, 2009; Mittler, 2017; 

Mhamdi y Van Breusegem, 2018). 

Está reportado que los metales inducen los niveles de las ERO, esto es resultado de 

reacciones Haber – Weiss y Fenton, las cuales son catalizadas por los metales o 

bien, por alteraciones en el metabolismo. Como consecuencia de las reacciones 

antes mencionadas, se producen radicales hidroxilo (OH-) a partir de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y superóxido (O-
2). Cada especie reactiva interacciona con 

diferentes moléculas, el radical superóxido interacciona con proteínas Fe-S. El H2O2 

reacciona con proteínas hemo y con las proteínas en general al atacar a las 

cisteínas y metioninas, además interacciona con el ADN. Los radicales hidroxilo 

pueden reaccionar con todas las biomoléculas, como el ADN, ARN (ácido 

ribonucleico), lípidos y proteínas (Mittler, 2017; Mhamdi y Van Breusegem, 2018; 

Waszczak et al., 2018). En un estudio realizado en la planta del chícharo (Pisum 

sativum), se comprobó que el Cr(VI) genera daño en el ADN, arresto del ciclo celular 

en la transición G2/M y poliploidización (Rodriguez et al., 2011). 

 

2.10.2. Participación del gen SLR en la resistencia a cromato 

Los factores bióticos y abióticos afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas y 

modifican la biosíntesis, el transporte y la sensibilidad de los tejidos a diferentes 

hormonas vegetales. Las auxinas participan en la mayoría de los procesos 

morfogenenéticos a través de su percepción por el receptor TIR1 y proteínas 

relacionadas (Malamy, 2005; Shibasaki et al., 2009; López-Bucio et al., 2015). La 

familia de genes Aux/IAA representan un punto importante en la regulación de las 

respuestas dependientes de auxinas. Mediante un estudio de genética reversa, se 

seleccionaron plantas con problemas en el gravitropismo y carentes de raíces 

laterales; así se llegó a la identificación del gen SLR, que codifica para la proteína 

IAA14, miembro de la familia de los represores Aux/IAA (Fukaki et al., 2002). La 
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línea mutante de SLR es de tipo ganancia de función, debido a que la mutación es 

en el dominio II y se pierde la inestabilidad conferida por éste. La mutante slr1-1 

presenta una disminución de la respuesta genética inducida por auxinas y bloquea 

las primeras divisiones de células del periciclo (Fukaki et al., 2002).  

En un estudio previo, donde se analizaron varias líneas mutantes de genes de la vía 

auxínica, sólo la mutante slr1-1 presentó resistencia al cromato de potasio, el cual no 

afectó el crecimiento de la raíz primaria, incluso en concentraciones que inhiben 

completamente el crecimiento de la raíz primaria en las plantas silvestres (Fig. 11). 

Con estos datos los autores mostraron que IAA14/SLR actúa como represor del 

crecimiento de la raíz primaria y de la formación de raíces adventicias en presencia 

de altas concentraciones de Cr(VI) (López-Bucio et al., 2015).  

 

 

 

Figura 11. Resistencia de la mutante slr1-1 al cromato. A) Longitud de la raíz primaria de mutantes 

de la vía auxínica ante la exposición a 100 µM de cromato. B) Longitud de la raíz primaria de slr1-1 

en diferentes concentraciones del metal. Modificado de López-Bucio et al., (2015). 

 

 

Figura 11.Figura 11. Resistencia de la mutante 
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2.11. Regulación del ciclo celular por daño del ADN 

La tolerancia de las plantas a algún tipo de estrés depende de la eficacia de la 

respuesta. Un menor número de células en el meristemo es precedido por una 

disminución en la actividad mitótica, que a su vez se presenta por el arresto del ciclo 

celular. Los tejidos reaccionan ante el daño generado en el ADN y establecen una 

respuesta para minimizar la lesión, sin embargo, existen diferencias en los 

mecanismos de reparación entre los procariontes y eucariontes y a su vez entre los 

diferentes reinos de éste último dominio.  

Como parte de la respuesta inicial de la planta al daño del ADN, está la activación de 

las cinasas ATM (Ataxia telangiectasia mutated) y ATR (ATM and RAD3-related). 

ATR se activa por rupturas persistentes de cadena sencilla del ADN, mientras que 

ATM se activa por el rompimiento de cadena doble. Con la activación de las vías de 

reparación dependientes de ATM y ATR, ocurre la detención del ciclo celular o la 

inducción de la muerte celular programada o apoptosis (Heyman et al., 2013; 

Eekhout et al., 2017).  

La regulación del ciclo celular depende de señalización rio arriba de los puntos de 

control mencionados antes. Las fitohormonas como las auxinas o citocininas son 

parte de esta señalización, específicamente en la progresión de la fase G1 y la 

transición de G1 a S, ya que regulan positivamente a las CDK y a las ciclinas 

(Gutierrez, 2009). Cuando las plantas se encuentran bajo estrés, las ERO aumentan, 

así las proteínas CKI (inhibidoras de cinasas dependientes de ciclinas) como SMR5 

y SMR7 (Siamese-related) detienen el ciclo celular debido a la oxidación del ADN 

por ERO. SMR5 arresta el ciclo celular en plantas con cloroplastos disfuncionales. 

Con esto se evidencia que el control del ciclo celular puede estar mediado de forma 

importante por mecanismos de respuesta a diferentes tipos de estrés (Hudik et al., 

2014; Yi et al., 2014; Polyn et al., 2015). 

 

2.12. Características y función del complejo Mediador 

El complejo Mediador está conservado en los eucariontes y cumple una función de 

anclaje o andamiaje para que se lleve a cabo el proceso de transcripción, ya que 

interacciona con factores transcripcionales generales y a su vez con la ARN 
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polimerasa II (Yang et al., 2016). Las proteínas principales que participan en la 

transcripción son la ARN polimerasa II, factores generales de transcripción, 

activadores que actúan en trans, represores y el complejo Mediador (Fig. 12). Este 

último fue descubierto por primera vez en la levadura Saccharomyces cerevisiae y 

su estructura es ubicua en los organismos multicelulares (Fig. 12) (Bourbon et al., 

2004; Bourbon y Henri-Marc., 2008; Kidd et al., 2011).  

Se ha descrito la participación de las subunidades MED en diversos procesos de 

crecimiento y desarrollo, así como en la señalización hormonal y en la respuesta a 

diferentes tipos de estrés (Imasaki et al., 2011; Kidd et al., 2011; Yang et al., 2016). 

MED18 modula la respuesta de las plantas ante heridas, infección por hongos y ante 

el ataque de bacterias necrotróficas, regulando la expresión de PTR3, gen de 

respuesta al estrés biótico. Debido a la relación de MED18 con la sensibilidad a 

patógenos, se analizaron líneas mutantes de esta subunidad en tratamientos con 

fitohormonas que regulan la respuesta a estrés biótico. La mutante med18-1 

presentó insensibilidad al ácido abscísico (ABA, por sus siglas en inglés), debido en 

parte a que los niveles de expresión de ABI4 y ABI5 (ABA insensitive 4,5) son bajos 

en esta mutante. ABI4 y ABI5 pertenecen a la familia de factores transcripcionales 

tipo cierre de leucina y se demostró que MED18 regula directamente la transcripción 

de ABI5 (Lai et al., 2014). 

MED18 interacciona con NUP85 (NUCLEOPORIN 85), una nucleoporina que 

pertenece al complejo de poros nucleares y que está relacionada con el estrés 

abiótico y el ABA. Las mutantes de estas dos proteínas presentan sensibilidad al 

estrés causado por ABA y por cloruro de sodio (NaCl). Además de MED18, NUP85 

es necesaria para la inducción de la expresión de ABI5, lo que indica que a través de 

la vía del ABA estas proteínas regulan la respuesta al estrés abiótico (Lai et al., 

2014). 

Zheng y col. (2013) reportaron que las mutantes med18-1 y med18-2 presentan 

diversas variaciones fenotípicas, lo que sugiere la participación de MED18 en varios 

programas de desarrollo. Hasta ahora, la mayoría de los reportes que existen sobre 

MED18 se relacionan con estrés biótico y con regulación del crecimiento del follaje, 
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por lo que resulta de enorme interés dilucidar su participación durante la 

organogénesis de la raíz. 

 

Figura 12. Participación en la transcripción y estructura del complejo Mediador. A) Participación 

del complejo mediador en la transcripción, interactuando con factores transcripcionales (FT) y a su 

vez con la ARN polimerasa II, ésta se une con los factores generales de transcripción (FGT) para que 

se lleve a cabo la transcripción de los genes. B) Estructura: subunidades descritas del complejo 

mediador en Arabidopsis thaliana. Modificado de Yang et al., (2016), Subhasis y Jitendra (2015). 

Figura 12.Figura 12. Participación en la 
transcripción y estructura del complejo 
Mediador 
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2.13. med18-1 manifiesta un programa de muerte celular en el 

meristemo 

En un estudio de nuestro grupo de trabajo sobre el papel de MED18 en la biología 

de Arabidopsis, se analizó la raíz de la mutante med18-1, encontrándose que las 

células iniciales del meristemo radicular presentan un programa de muerte celular 

estable y heredable (Fig. 13). Este fenotipo se intensifica al adicionar compuestos 

que generan daños en el ADN, por ejemplo, el cisplatino (Raya-González et al., 

2018) 

 

 

 

Figura 13. Muerte celular en la mutante med18-1. En la imagen izquierda se muestra la raíz 

primaria de una planta de la línea silvestre Col-0 y a la derecha de la mutante med18-1, mostrando en 

rojo la penetración del colorante vital yoduro de propidio en las células muertas (Modificado de Raya-

González et al., 2018). 

 

 

 

  

Figura 13. Figura 13. Muerte celular en la mutante 
med18-1 
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3. Justificación 

Las plantas han desarrollado mecanismos para regenerar tejidos perdidos o 

dañados. En la raíz de Arabidopsis, la eliminación del meristemo o el tratamiento con 

agentes genotóxicos activan un programa de muerte celular y al mismo tiempo, se 

induce la regeneración de la punta de la raíz. La mutación de MED18 induce un 

programa de muerte celular que podría conducir a una mayor sensibilidad al 

cromato, en tanto que sus efectos sobre el programa de regeneración se 

desconocen. Dilucidar la interacción de MED18 con otros elementos genéticos que 

se activan para la reparación de tejidos es un aspecto de gran relevancia para 

entender el funcionamiento de las plantas en su ambiente natural. 

 

4. Hipótesis 

MED18 participa en una ruta de señalización mediada por cromato que controla la 

regeneración celular a través del transporte de auxinas y la expresión de los factores 

ERF115 y SLR. 
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5. Objetivos 

 

5.1. Objetivo general 

Caracterizar la participación de MED18 en la respuesta de la raíz primaria de 

Arabidopsis thaliana a cromato y su impacto en la respuesta auxínica y en la vía de 

regeneración celular dependiente de ERF115. 

 

5.2. Objetivos específicos 

I. Evaluar la participación de MED18 en la tolerancia de la raíz a cromato, la 

integridad del centro quiescente y el nicho de células iniciales de la raíz de A. 

thaliana. 

 

II. Analizar la relación entre la toxicidad por cromato y la respuesta auxínica con la 

regeneración celular en el meristemo de la raíz primaria. 

 

III. Determinar la participación de MED18, ERF115 y SLR en la respuesta a cromato 

y la regeneración celular. 
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6. Materiales y métodos 

 

6.1. Material biológico 

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo silvestre Columbia 0 (Col-

0), así como de las líneas transgénicas CycB1:GUS (Colón-Carmona et al., 1999), 

DR5:GUS (Ulmasov et al., 1997), DR5:GFP (Ottenschläger et al., 2003), 

pPIN1::PIN1-GFP (Benková et al., 2003), pPIN2::PIN2-GFP (Blilou et al., 2005), 

WOX5:GFP (Ding y Friml, 2010), pERF115:GUS-GFP (Heyman et al., 2016), y las 

líneas mutantes med18-1 (SAIL_889_C08) y med18-2 (SAIL_889_C08) (Zheng et 

al., 2013), y slr1-1 (Fukaki et al., 2002). Se realizaron cruzas de la mutante med18-1 

con las líneas marcadoras mencionadas previamente, también se realizó la cruza 

para obtener la doble mutante med18-1 slr1-1. 

 

6.2. Preparación de la semilla y condiciones de crecimiento 

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 95% (v/v) durante 5 minutos y cloro 

comercial al 20% (v/v) por 7 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 plástico (100 X 15 mm) que contenían medio MS 

0.2X con 1.0% de agar (Murashige y Skoog, 1962) y medio suplementado (después 

de la esterilización) con diferentes concentraciones de cromato de potasio (K2CrO4) 

como fuente de Cr(VI) o con ácido naftil-ftalámico (NPA). El medio de cultivo se 

preparó con sales MS al 0.2X (0.9 g/L) de PhytoTechnology, con sacarosa al 6%, se 

ajustó el pH a 7 y se agregó fitoagar PhytoTechnology (10 g/L).  

En el experimento de transferencia designamos tiempo 1 (T1) para las plantas a los 

4 días después de la germinación (ddg). En ese momento, las plántulas se 

transfirieron a los diferentes tratamientos con o sin cromato (60 μM). Los 

tratamientos fueron los siguientes: -Cr(VI) a -Cr(VI), -Cr(VI) a +Cr(VI), +Cr(VI) a -

Cr(VI) y +Cr(VI) a +Cr(VI). Las plántulas al igual que en el T1, fueron analizadas en 

el tiempo 2 (T2), que fue a los 8 ddg. Se sembraron las semillas en las placas y se 

colocaron verticalmente en un ángulo de 65° para permitir el crecimiento de la raíz a 

lo largo de la superficie del medio. Las placas se colocaron en una cámara de 
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crecimiento (Percival Scientific AR-95L) con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 

horas de oscuridad, con una intensidad de luz de >200 µmol/m-2/s-1, a una 

temperatura de 22°C. 

 

6.3. Obtención de cruzas  

Las líneas marcadoras mencionadas anteriormente fueron movilizadas a la planta 

mutante med18-1 mediante cruzas, utilizando el polen de las plantas transgénicas 

para fecundar al estigma de las flores de la mutante med18-1. Las semillas del fruto 

(silicua) obtenido de la cruza fueron almacenadas y denominadas como generación 

filial 1 (F1). Las semillas F1 fueron lavadas y sembradas en medio MS 0.2X y las 

plántulas con fenotipo silvestre fueron seleccionadas. Las plántulas F1 fueron 

transferidas a suelo y crecidas en cámara de crecimiento Percival AR66L hasta la 

obtención de semillas en generación F2 por eventos de autopolinización. Las 

semillas F2 fueron lavadas y sembradas en medio de selección (MS 0.2X 

suplementado con 200 µM de BASTA) y analizadas para identificar a las plántulas 

mutantes por medio del fenotipo y de la resistencia a BASTA correspondiente a 

med18-1. Adicionalmente, las plántulas F2 seleccionadas fueron suspendidas en 

agua desionizada y montadas sobre un portaobjetos para observar la expresión del 

marcador con el microscopio confocal Olympus FV1000. Las plántulas se 

transfirieron a suelo y se dejaron crecer hasta obtener semillas de la tercera 

generación (F3), de las cuales, el 100% de las semillas producen plántulas con 

fenotipo mutante y el marcador. Las semillas F3 se utilizaron para la realización de 

los experimentos presentados en este trabajo. 

Para la obtención de la doble mutante med18-1 slr1-1 se usaron líneas mutantes 

homocigotas, el fondo mutante slr1-1 se cruzó con med18-1. Se utilizó el polen slr1-1 

para fertilizar el estigma de las flores de la mutante med18-1. Las semillas F1 se 

lavaron y se sembraron en medio MS 0.2X y se seleccionaron las plántulas con 

fenotipo dominante (slr1-1). Las plántulas F1 seleccionadas se transfirieron a suelo y 

se cultivaron hasta que se obtuvo la generación F2 mediante procesos de 

autopolinización. Las semillas F2 se lavaron, se sembraron en medio de selección 

(MS 0.2X suplementado con 200 μM de BASTA) y se analizaron para seleccionar las 
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plántulas mutantes por medio del fenotipo dominante (slr1-1) y la resistencia a 

BASTA. Posteriormente, las plántulas se transfirieron a suelo y se cultivaron hasta 

obtener semillas F3. Éstas semillas F3 siguieron segregando, pero las dobles 

mutantes pudieron ser seleccionados por el fenotipo de raíz de slr1-1 caracterizado 

por la ausencia de pelos radiculares y raíces laterales y por la presencia de muerte 

celular debido a la mutación de med18-1. El efecto de la doble mutación resultó en 

un fenotipo combinado. 

 

6.4. Compuestos químicos 

El yoduro de propidio (YP), el ácido 1-N-naftilftalámico (NPA), el cromato de potasio 

(K2CrO4) y el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido (X-Gluc) se compraron en la 

casa comercial Sigma-Aldrich. Se disolvieron en agua (YP, K2CrO4) o 

dimetilsulfóxido (DMSO) (NPA, X-Gluc). En los tratamientos control, los disolventes 

se aplicaron en cantidades iguales a las presentes en la mayor concentración de 

cada compuesto probado. 

 

6.5. Análisis histoquímico 

Las líneas CycB1;1:GUS, med18-1/CycB1;1:GUS, DR5:GUS, med18-1/ DR5:GUS, 

pERF115:GUS-GFP y med18-1/ pERF115:GUS-GFP se transfirieron a cajas de 

microtítulo con X-Gluc al 0.1% (5bromo-4-cloro-3-indolil-ß-D-glucoronido) en 

amortiguador de fosfatos (NaH2PO4 Na2HPO4, 0.1 M, pH 7) y se incubaron por 6 

horas a 37 °C. Posteriormente, se retiró la solución de X-Gluc y las plantas fueron 

clarificadas con una solución de HCl 0.24 N en metanol al 20% (v/v) durante 60 

minutos a 62 °C, después la solución se removió y se agregó NaOH al 7% (v/v) en 

metanol al 60% (v/v) por 25 minutos a temperatura ambiente. La solución fue 

retirada y el tejido se deshidrató con tratamientos de etanol al 40, 20 y 10% (v/v) por 

20 minutos cada uno. Una vez retirado el etanol al 10%, se adicionó glicerol al 50% 

(v/v) y se colocaron en portaobjetos para su análisis mediante microscopía de 

contraste de interferencia diferencial (DIC; por sus siglas en inglés)  en un 

microscopio Leica DM 5500 B. 
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6.6. Tinción de YP y detección de GFP 

Para el análisis de las líneas transgénicas DR5:GFP, pPIN1::PIN1-GFP, 

pPIN2::PIN2-GFP, WOX5:GFP y pERF115:GUS-GFP y las cruzas obtenidas con 

med18-1 se tomaron las plantas y las raíces fueron suspendidas en YP al 0.1% (v/v) 

sobre un portaobjetos y finalmente se analizaron en un microscopio confocal 

Olympus Fluo-View FV1000-PME. Para la detección de la fluorescencia de GFP se 

utilizó una longitud de onda de excitación de 488 nm y el registro de un haz de 509 

nm, para el YP se utilizó la longitud de onda de 568 nm para la exitación y una 

ventana de emisión de 585-610 nm.  

 

6.7. Variables analizadas 

Se analizó el crecimiento de la raíz primaria en las diferentes concentraciones 

utilizadas de K2CrO4, se tomaron fotos de la punta de las raíces en un microscopio 

estereoscópico (Leica MZ6/L2) en el objetivo 1.6X. Todos los datos obtenidos de los 

experimentos fueron analizados estadísticamente con el software STATISTICA 10 

(Statsoft, 2010), aplicándoles análisis de varianza, ANOVA de una vía y pruebas de 

significancia de Tukey con una P<0.05. Los grupos estadísticamente diferentes se 

representan con letras o un asterisco en la parte superior de las barras y del error 

estándar en las gráficas. 
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Abstract 

Plants are continuously exposed to biotic or abiotic stress, which impose a strong 

adaptive pressure. Here, we show that in Arabidopsis thaliana, mutation of the 

MED18 subunit of the MEDIATOR complex causes oversensitivity of primary roots to 

chromate [Cr(VI)], an environmental pollutant. Noteworthy, reduced primary root 

growth of med18 mutants correlates with spontaneous death of initial cells, which 

following Cr(VI) exposure activates a regeneration program that duplicates the 

meristem and produces twin roots. The quiescent center gene marker WOX5 and the 

regeneration factor ERF115 were induced in a MED18 and chromate-dependent 

manner during de novo organ formation and the root duplication events required 

auxin redistribution and signaling within the parent root tip. Our results indicate that 

MED18 and chromate act synergistically to activate a metaplasia-like developmental 

program, in which pools of root meristem cells proliferate to produce more stem cells 

that act to duplicate a whole organ in vivo. 

 

Main text 

Plants can regenerate cells, tissues and organs during development or in response 

to injury (1, 2). The root provides support and is critical for water and nutrient uptake 

and accounts for soil exploration through the activity of its apical meristem (RAM), 

which produces the different tissues and enables growth. The root stem cell niche is 

comprised of the quiescent center (QC) a group of low mitotically active cells that 

instruct a pool of initial cells to divide and controls their undifferentiated status (2). 

Root initial cells are particularly sensitive to environmental stimuli that cause DNA 

damage and/or to mutagenic factors (3), and thus represent an important checkpoint 

for cell death or regeneration. 

The reconfiguration of a plant tissue lost by injury may proceed through ubiquitous 

cellular programs not so different to animals, for example, recovery of excised root tip 

of Arabidopsis is similar to animal limb regeneration, in that a lost part of the body 

can be replaced via transdifferentiation or metaplasia, in which stem cells of one 
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tissue proliferate to produce more stem cells that act as progenitors of novel tissues 

(5, 6, 7). In Arabidopsis thaliana, both root tip regeneration and adaptation to 

genotoxic stress involve the ETHYLENE RESPONSE FACTOR 115 (ERF115), which 

triggers cell division and replenishes the initial cell pool (8, 9). Currently, the 

molecular aspects orchestrating the conversion of one cell type into a different one 

and its relationship with regeneration remains as major question in biology. 

Plant phase transitions and adaptation to stress is fine-tuned at the transcriptional 

level, since the amount and type of the proteins responsible of the phenotype may 

tightly depend upon the RNA messenger that is produced in a tissue, developmental 

stage or in response to stimuli (10). The Mediator (MED) complex plays a critical role 

in gene expression promoting transcription initiation and elongation (10). The MED18 

subunit is a multifunctional protein involved in plant immunity, flowering time and 

responses to hormones through interactions with distinct transcription factors (11). 

MED18 mutation decreases primary root growth and triggers spontaneous and 

genetically stable cell death in proto-vascular root stem cells, which correlates with 

oversensitivity to DNA damaging factors and induces ERF115 expression (12). 

Chromate [Cr(VI)] is a toxic pollutant that accumulates in the soil due to 

anthropogenic activities, which represses plant growth and photosynthesis (13). In 

Arabidopsis thaliana, the reconfiguration of root architecture that accounts for 

enhanced Cr(VI) tolerance is mediated by auxin redistribution from primary to lateral 

and adventitious roots in a process involving IAA14/SOLITARY ROOT and meristem 

identity genes (14, 15). Here, we show that MED18 and Cr(VI) synergistically 

orchestrate a whole root meristem regeneration program that triggers organ 

duplication in vivo. 

 

Cr(VI) toxicity inhibits Arabidopsis primary root growth by affecting cell cycle 

progression and causing differentiation of root meristem initials (14, 15). Comparison 

of primary root growth between WT and med18-1 mutants indicated an increased 

sensitivity of the mutants to Cr(VI) (Fig. 1a). Unexpectedly, the growth repression 

observed under mild (60 µM) Cr(VI) concentrations could not be related to the 

progression of cell death or RAM determination, but instead to the formation of two 
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primary root tips with apparently normal phenotypes (Fig. 1b, c). This developmental 

readjustment could never been observed in WT (Col-0) seedlings exposed to a wide 

range of mild or highly growth repressing Cr(VI) concentrations (Fig. 1, Figs. S1 and 

S2) or in previous analysis of the Arabidopsis primary root growth response to Cr(VI) 

(14-15), but instead was confirmed in med18-2 seedlings that are defective in a 

second MED18 allele (Fig. S3). These data indicate that MED18 plays a critical role 

in normal root meristem functioning, likely acting to repress whole organ duplication, 

a process that is synergistically influenced by Cr(VI). 

Root tip regeneration has been observed following excision of root initials, which 

indicates that cell replenishment during this program does not require a functional 

stem cell niche but instead, adjacent tissue cells are re-specified to have QC and 

initial cell identities through ERF115 and thus represents an excellent marker for 

cellular re-specification (6, 7, 8, 9). Comparison of the root tip regeneration potential 

in WT and med18-1 mutants expressing ERF115 show similar responses, having 

both genotypes the capacity to restore the missing QC, initials and columella cell 

layers in comparable times, in this case however, ERF115 showed much higher 

expression in med18-1 seedlings than in the WT that correlate with the formation of 

wider root tips (Fig. S4). After root tip excision, the formation of twin roots could not 

be observed in med18-1 mutants, which indicates that it arises specifically by the 

responses triggered by Cr(VI) and that the cell death program of med18-1 initials did 

not interfere with root tip regeneration after cutting. 

The homeobox gene WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) is specifically 

expressed in the QC and controls both stem cell niche maintenance and root 

regeneration competence (16, 17, 18). To assess whether roots arising from de novo 

organogenesis following treatment of med18 mutants with Cr(VI) and to identify the 

molecular players during the duplication program, the WOX5 and ERF115 expression 

was monitored in WT and med18-1 seedlings treated with 60 µM Cr(VI). The QC 

specific gene construct pWOX5:ERGFP was expressed in a wider domain by day 2 

and later locates into two lateral poles and in I to 2 cell domains by the time the twin 

roots were formed, it gradually localizes into the QC domains of each root tip (Fig. 

2a, Fig. S1). pERF115:GUS-GFP was specifically expressed in QC cells of WT 
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seedlings treated with Cr(VI) (Fig. 2b), according to its role in promoting QC division 

after genotoxic stress or cell damage (9, 10). In med18 seedlings, ERF115 was 

expressed in cells adjacent to death areas, as revealed by vital staining using 

propidium iodide and its over-induction occurred in response to chromate in contrast 

to WT plants, in which no cell death or ERF115 activation was evident (Fig. 2b). 

Thus, MED18 and chromate synergistically drive a metaplasia-like organogenesis 

program that correlates with WOX5 and ERF115 re-localization. 

Auxin-responsive gene expression orchestrates early tissue patterning and stem cell 

niche formation during root tip regeneration (6). Moreover, primary root growth 

inhibition by Cr(VI) was tightly related to auxin transport and signaling, and could be 

blocked by a gain-of-function mutation in the SOLITARY-ROOT/IAA14 gene in 

Arabidopsis (14, 15), suggesting that at least in part, an integral auxin homeostasis 

machinery drives root adaptation to chromate  (12, 13). DR5:GFP, pPIN1::PIN1-GFP 

and pPIN2::PIN2-GFP levels in root tips of WT and med18-1 mutants exposed to 

Cr(VI) showed that meristem duplication correlates with altered local auxin response 

and distribution within the primary root tip (Fig. 2c-e; Fig. S2). Particularly, PIN2 

detection demonstrates external cell layer re-specification from internal tissues as 

root meristem duplication progresses (Fig. 2e).  

Pharmacological and genetic strategies were employed to define how MED18 and 

Cr(VI) coordinate the cell re-specification program that triggers root meristem 

duplication. First, the effect of auxin transport inhibitor NPA was tested in WT and 

med18-1 mutants expressing CYCB1;1:GUS. Whereas med18 seedlings showed the 

formation of twin roots when exposed to Cr(VI), it was blocked by NPA treatment, but 

in this case an exacerbated CYCB1;1:GUS and DR5:GUS expression yielded a 

much wider root with greater meristem, indicating that NPA did not interfere with cell 

replenishment, but just with tissue patterning that directs root duplication and 

separation (Fig. 3a, Fig. S5). Next, a med18-1 slr1 double mutant was generated, 

and its root meristem response to Cr(VI) was compared to the WT and med18-1 and 

slr1 single mutants. The data show that the Cr(VI) stimulated root meristem 

duplication of med18-1 seedlings was absent in slr1 and med18-1 slr1 double 
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mutants (Fig. 3b), indicating that a gain-of-function of this protein interferes with 

double root formation. 

Primary root growth is a strong sink for sugars, which are indispensable for auxin 

biosynthesis (19, 20, 21). The growth of the primary root was compromised after the 

formation of twin roots in med18 mutants treated with Cr(VI) and prolonged exposure 

yielded triplet roots (Fig. 1, Fig. S6). To assess whether the newly formed roots could 

grow and develop normally, Arabidopsis WT (Col-0), and med18-1 seedlings were 

germinated and grown for 4 days on agar-solidified 0.2x MS medium with or without 

Cr(VI) and then transferred to fresh plates with the following treatments, -Cr(VI) to –

Cr(VI), -Cr(VI) to +Cr(VI), +Cr(VI) to –Cr(VI), and  +Cr(VI) to +Cr(VI).  As expected, 

initial exposure to Cr(VI) strongly repressed primary root growth in med18-1 mutants 

(Fig. 4a, T1), which were engaged in root meristem duplication. After transfer to 

medium lacking Cr(VI), the two newly meristems separated each other and slowly 

resumed growth (Fig. 4a, T2). At this stage, the new meristems were 

indistinguishable each other, manifested cell death in vasculature initials and 

expressed pPIN1::PIN1-GFP at similar levels (Fig. 4b, c). These data indicate that 

the roots synergistically regenerated by MED18 loss of function and Cr(VI) are fully 

competent to grow. 

 

Conversion of one cell type to another occurs via trans-differentiation. Cell re-

specification includes metaplasia, a rare but widespread developmental program in 

metazoans, in which stem cells of one tissue proliferate to produce more stem cells 

that act as progenitors of novel tissues (5), this process is highly promising in cellular 

therapy and organ regeneration, but the genetic mechanisms underpinning the cell 

re-specification program remain largely unknown (22, 23).  Regeneration is 

widespread in multicellular organisms, including fungi (24), animals (25) and plants 

(1). Trans-differentiation enables cells to proliferate and replace the missing parts of 

the body, in which cell replenishment usually starts after injury, wounding or upon 

exposure to genotoxic stress (4). This report provides compelling evidence that whole 

organ duplication in vivo is possible in plants, which involves the action of two stimuli 

acting in concert, the loss-of-function of MED18, which also acts as a repressor of 
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cell death in root meristem initials, and Cr(VI) an environmental pollutant. It is 

possible that the cell death occurring in meristem initials activates an ERF115-

dependent signaling mechanism, since this regeneration factor is induced by cell 

damage and genotoxic stress (8, 9).  

The MED complex is ubiquitous to plants and animals, where it regulates 

transcription, but important differences in its mode of action are evident. In animals, 

disruption of MED causes death at an early developmental stage (26), whereas in 

plants, MED subunits have both distinct and overlapping roles (20, 21). The 

exacerbation of WOX5 and ERF115 expression in med18-1 mutants treated with 

Cr(VI) and the correlation with auxin-related gene expression, as well as the 

interference of the auxin transport inhibitor NPA or mutation of SLR, directly links 

auxin sensing and redistribution with a cryptic, whole organ regeneration pathway not 

previously reported. Currently, how Cr(VI) acts to promote de novo organ formation is 

unknown, but it may influence metabolism (27) or DNA integrity (28), which are 

sensed by cells to change their phenotypes via transdifferentiation. 
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Figure 1. MED18 loss-of-function causes Cr(VI) oversensitivity and induces primary root 

meristem duplication. Wild-type (Col-0) and med18-1 seedlings were grown for 7 d on agar-solidified 

0.2X MS medium supplemented with different concentrations of chromate [K2CrO4/Cr(VI)]. (A) Primary 

root length. (B) Representative photographs of WT and med18-1 seedlings grown side by side in 

standard growth conditions, or supplemented with 60 µM Cr(VI). (C) Root tips from med18-1 seedlings 

exposed to 60 µM Cr(VI), stained with propidium iodide (PI) and visualized by confocal microscopy. 

Note that Cr(VI) activates root meristem duplication and the formation of two independent root tips 

[arrowheads in (C)] in med18 mutants. Bars represent means ± SE from 30 seedlings analyzed. 

Different letters indicate means that differ statistically at P<0.05. The experiment was repeated three 

times with similar results. Scale bar= 1 cm in (b), 1 mm, and 100 µm in (C).  
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Figure 2. Chromate- induced root meristem duplication in med18-1 mutants causes cell 

respecification. Seven-day-old WT and med18-1 seedlings harboring WOX5:GFP (A), ERF115:GFP 

(B), DR5:GFP (C), pPIN1::PIN1-GFP (D) and pPIN2::PIN2-GFP were germinated and grown in 0.2X 

MS medium with or without 60 µM Cr(VI). Arabidopsis root tips were stained with propidium iodide and 

visualized by confocal microscopy. Note that Cr(VI) in med18 mutants induces two independent 

domains, for QC, cell regeneration, auxin sensing and transport gene expression. The experiment was 

repeated three times with similar results. Scale bar= 100 µm. 
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Figure 3. Duplication of primary root meristems involves auxin transport and signaling. (A) 

Arabidopsis WT and med18-1 seedlings harboring CycB1;1:GUS were germinated and grown for 7 d 

on 0.2X MS medium supplemented with 60 µM Cr(VI), 4 µM NPA, and 60 µM Cr(VI) plus 60 µM NPA. 

(B) Arabidopsis root tips from WT (Col-0), med18-1 and slr1-1 single mutants and med18-1 slr1 

double mutants were germinated and grown for 7 d on 0.2X MS medium supplemented with or without 

60 µM Cr(VI). Note that blocking auxin transport by NPA or affecting auxin signaling via SLR mutation 

in med18 background inhibits root meristem duplication. Photographs show representative individuals 

of at least 20 root tips visualized by Nomarski optics (A) or stained with PI and analyzed by confocal 

microscopy. The experiment was repeated three times with similar results. Scale bar= 200 µm in (A) 

and 100 µm in (B). 
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Figure 4. Root meristem duplication triggers formation of twin roots with full growth potential. 

(A) Four-day-old (T1) WT (Col-0) and med18-1 seedlings germinated and grown in 0.2X MS medium 

with or without 60 µM Cr(VI) were transferred to fresh media and grown side by side for 4 additional 

days (T2). (A) Primary root growth previously to transfer (T1) and after transfer (T2) in response to 

reciprocal treatments; -Cr(VI) to -Cr(VI), -Cr(VI) to +Cr(VI), +Cr(VI) to -Cr(VI) and +Cr(VI) to +Cr(VI). 

(B) Photographs of med18-1 seedlings grown in +Cr(VI) condition and after twin root formation, 

seedlings were transferred to fresh media without Cr(VI) and analyzed 2 days later. (C) med18-1 roots 

at the same stage as in (B), expressing pPIN1::PIN1-GFP. Note that the newly formed roots can grow 

independently, even when they share the same parental origin. Bars represent the means ± SE from 

15 seedlings and different letters are used to indicate statistical difference at P<0.05. –Cr(VI)= 0 µM 

and +Cr(VI)= 60 µM. The experiment was repeated two times with similar results. Scale bar= 1 mm in 

(b) and 200 µm in (C). 
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Supplementary figure 1. Development of two quiescent center (QC) domains during duplication 

of the primary root meristem. (A) Seven-day-old WT seedlings harboring WOX5:GFP were 

germinated and grown for 7 d on 0.2X MS medium supplemented with several Cr(VI) concentrations. 

(B) Kinetic analysis of the effect of Cr(VI) in med18-1 seedlings expressing WOX5:GFP. Note that 

Cr(VI) in WT plants repress WOX5 expression which leads to meristem exhaustion, whereas in 

med18-1 mutants Cr(VI) activates QC division and separation for twin meristem formation. 

Photographs show representative individuals of at least 20 root tips stained with PI and analyzed by 

confocal microscopy. The experiment was repeated three times with similar results. Scale bar= 100 

µm. 
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Supplementary figure 2. Changes in auxin response and distribution during primary root 

meristem duplication. (A) Seven-day-old WT seedlings harboring the auxin-inducible gene marker 

DR5:GFP were germinated and grown on 0.2X MS medium supplemented with several Cr(VI) 

concentrations. (B) Kinetic analysis of the root meristem response to Cr(VI) in med18-1 seedlings 

expressing DR5:GFP. Note that Cr(VI) in the WT repress DR5:GFP expression in a dose-dependent 

manner, whereas in med18-1 roots it increases auxin response and distribution at the margins of the 

root tip. Photographs show representative individuals of at least 20 root tips stained with PI and 

analyzed by confocal microscopy. The experiment was repeated three times with similar results. Scale 

bar= 100 µm. 
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Supplementary figure 3. Cr(VI) induces root duplication in Arabidopsis mutants defective on 

two med18 alleles.  WT (Col-0), med18-1 and med18-2 Arabidopsis seedlings were germinated and 

grown for 7 d on 0.2X MS medium supplemented with 60 µM Cr(VI). Representative roots were 

cleared and the root tips photographed using the Nomarski optics in a Leica DM5000-B microscope. 

Arrowheads show the formation of twin root tips from the same parental root. The experiment was 

repeated two times with similar results (n=20). Scale bar= 100 µm. 
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Supplementary figure 4. MED18 loss-of-function does not compromise root tip regeneration 

after cutting.  Arabidopsis root tips uncut or after excision shows the expression of ERF115:GFP in 

WT (A) and med18-1 (B) mutants during tissue recovery (dpc, days post cut). Photographs show 

representative individuals of at least 20 root tips stained with PI and analyzed by confocal microscopy. 

Note that cell death caused by injury is not sufficient to trigger root meristem duplication in med18-1 

mutants. The experiment was repeated three times with similar results. Scale bar= 100 µm. 

 

  



61 
 

 

Supplementary figure 5. Auxin transport inhibition blocks root tip duplication. DR5:GUS and 

med18-1/DR5:GUS seedlings were grown over the surface of 0.2X MS agar plates supplied with 60 

µM Cr(VI), 4 µM NPA or 60 µM Cr(VI) plus 4 µM NPA and 7 dag seedlings were stained for GUS 

activity. Note that NPA treatment increases root tip width but blocks root meristem duplication induced 

by Cr(VI) in med18-1 roots. Photographs show representative individuals of at least 20 roots and 

analyzed by Nomarski optics in a Leica DM5000-B microscope. The experiment was repeated three 

times with similar results. Scale bar= 200 µm. 
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Supplementary figure 6. Triple root formation in med18-1 mutants grown in medium supplied 

with Cr(VI). Arabidopsis med18-1 seedlings expressing ERF115:GUS were grown in medium 

supplemented with  60 µM Cr(VI) and analyzed at 4, 8 and 12 days after germination. Note that Cr(VI) 

is able to induce up three root meristems in med18-1 seedlings. Photographs show representative 

individuals of at least 10 seedlings stained with X-Gluc and analyzed by Nomarski optics in a Leica 

DM5000-B microscope. The experiment was repeated three times with similar results. Scale bar= 100 

µm.  
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8. Discusión 

La exposición de las plantas a diferentes tipos de estrés es limitante para el correcto 

crecimiento y desarrollo de éstas, ya que como organismos sésiles han tenido que 

adaptarse a cualquier cambio que presente una amenaza. En caso de perder algún 

órgano o tejido, tienen que ser recuperados a través de procesos que aún no son 

entendidos completamente a nivel molecular.  

La conversión de un tipo celular a otro ocurre debido a un proceso llamado 

transdiferenciación. La re-especificación incluye metaplasia, un programa 

encontrado ampliamente en metazoarios, en los cuales, las células madre de un 

tejido proliferan para producir más células madre que actúan como progenitoras de 

tejidos nuevos (Tosh y Slack, 2002). Este proceso es altamente prometedor en 

terapias celulares y en la regeneración de órganos, pero los mecanismos genéticos 

implicados en el programa de re-especificación celular permanecen desconocidos 

(de Lazaro y Kostarelos, 2016; Xu y Cheng, 2016). 

La regeneración la podemos encontrar en una amplia variedad de organismos 

multicelulares: en hongos (Hernández-Onate et al., 2012), en animales (Tanaka y 

Reddien, 2011) y en plantas (Ikeuchi et al., 2016). La transdiferenciación permite a 

las células proliferar y reemplazar las partes del cuerpo perdidas, en las cuales la 

recuperación suele iniciar después de un daño mecánico o por exposición a estrés 

genotóxico (Sugimoto et al., 2011). Este trabajo da evidencia de la existencia de un 

proceso de duplicación completa de un órgano in vivo en plantas (Fig. 1, 2 y S1 del 

escrito del artículo integrado), el cual involucra la participación de dos estímulos: la 

pérdida de la función de MED18, que actúa como represor negativo de la muerte 

celular en el meristemo de la raíz (Raya-González et al., 2018 ) y del Cr(VI), un 

contaminante ambiental. Al utilizar una segunda mutante del gen MED18, 

confirmamos que la respuesta observada se debe a la pérdida de función de la 

subunidad 18 del complejo Mediador (Fig. S3). 

Es posible que la muerte celular que se tiene en las células iniciales del NCI en la 

mutante med18-1 active un mecanismo de señalización dependiente de ERF115. 

Esto debido a que este factor de regeneración es inducido por daño y estrés 

genotóxico (Fig. 2 y S6) (Heyman et al., 2013; Heyman et al., 2016). 
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El complejo mediador está conservado en los eucariontes. Desde plantas a animales 

se ha descrito que éste complejo regula la transcripción, pero existen diferencias 

importantes en el modo de acción de cada subunidad. La disrupción de MED en 

animales causa la muerte en un estado temprano del desarrollo (Yin y Wang, 2014), 

mientras que en plantas las subunidades MED cumplen funciones diferentes y 

redundantes (Raya-Gonzalez et al., 2014; Raya-Gonzalez et al., 2017). 

En la mutante med18-1 encontramos exacerbada la expresión de WOX5 y ERF115 

al exponer las plántulas a Cr(VI) (Fig. 2 y S1). Lo anterior se correlaciona con 

cambios en la respuesta auxínica (línea reportera DR5:GFP) (Fig. S2), así como con 

el uso del inhibidor del transporte de las auxinas NPA o la mutación de SLR (Fig. 3 y 

S5). Al utilizar el NPA se perdió totalmente la formación, o al menos, la separación 

de la doble raíz. Mientras que al exponer a la doble mutante med18-1 slr1-1 a 

cromato, se observó una inhibición del 70% la formación de la doble raíz, a 

diferencia de un 100% observado con el NPA. Esto sugiere una participación 

importante de las auxinas y que son necesarias otras vías de señalización para la 

duplicación de las raíces. Esto une directamente la percepción y la distribución de 

las auxinas con un sistema de regeneración de la raíz que no ha sido descrito antes. 

Actualmente se desconoce cómo el Cr(VI) promueve la formación de un órgano de 

novo, pero podría estar relacionado con el metabolismo (Bai et al., 2015), o con la 

integridad del ADN (Rodriguez et al., 2011; DeLoughery et al., 2015). 
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