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RESUMEN

El complejo Mediator es un conglomerado de mas de 31 subunidades proteicas con un
papel destacado en los organismos eucariotas en la regulacion de la RNA polimerasa Il (RNA-
Pol 1l) mediante asociacién con factores de transcripcién. La mayor parte de estudios
realizados acerca de este complejo se han llevado a cabo en levadura y en humanos, sin
embargo, son pocos los realizados en plantas. La importancia de cada una de las subunidades
que conforman el complejo se determina mediante la caracterizacion de mutantes que
carecen del gen que codifica para dicha subunidad. En este trabajo se exponen los efectos en
Arabidopsis thaliana de la ausencia de la subunidad 31 del complejo Mediador (MED31) en el
mutante med31. Para ello se ha hecho una caracterizacién preliminar de los fenotipos de
desarrollo de este mutante en las primeras fases del crecimiento y en los &rganos
reproductivos. Todos estos fenotipos se restauran al sobreexpresar Flag-MED31 en el mutante
med31. Ademas, se ha probado la hipdtesis de que los fenotipos observados se deban, al
menos en parte, a la expresidn alterada de los genes HANABA TARANU y ANGUSTIFOLIA3,
cuyos mutantes presentan fenotipos parecidos a los de med31.
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ABSTRACT

The Mediator complex is a conglomerate composed by over 31 protean subunits with a
role in eukaryotic organisms in RNA polymerase Il (RNA-Pol 1l) regulation by associating with
transcription factors. Most of the research about this complex has been done in yeast and
humans, however, there is little done in plants. The importance of each of the subunits that
shape the complex is determined by characterizing mutants that lack the coding gene for one
of them. In this study, the effects of the absence of subunit 31 of Mediator complex (MED31)
in Arabidopsis thaliana mutant med31 are shown. In order to do that, a preliminary
characterization of developmental phenotypes of this mutant has been carried out in early
stages of the development and in reproductive organs. All these phenotypes are corrected
when overexpressing Flag-MED31 in med31 mutant. In addition, the hypothesis that the
observed phenotypes are due, at least in part, to the altered expression of genes HANABA
TARANU and ANGUSTIFOLIA3, whose mutants exhibit similar phenotypes to those of med31,
has also been tested.
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INTRODUCCION

1. Introduccion

En los genomas existen regiones de ADN con papel regulador conocidas como promotores
e intensificadores. Estas regiones presentan motivos que permiten la unién de uno o varios
factores de transcripcion (TFs) que regulan el proceso de transcripcion. Los TFs presentan un
dominio especifico de unién al ADN y otros dominios que les permiten interactuar con
reguladores generales de la transcripcion. El complejo Mediator (o Mediador) es un ejemplo
de regulador general activado por los TFs.

2. El complejo Mediator

2.1 Estructura y composicion del Mediator

Identificado en levaduras en primer lugar (Kelleher et al., 1990; Thompson et al., 1993), el
Mediator estd compuesto por 21 subunidades, las cuales se conservan en el resto de
eucariotas. No obstante, en mamiferos y otros eucariotas superiores se han encontrado hasta
31.

Las 21 subunidades de levadura se reparten en tres mddulos (Figura 1.1): la cabeza,
formada por MED6, MED8, MED11, MED17, MED18, MED19, MED20 y MED22; el centro,
formado por MED1, MED4, MED7, MED9, MED10, MED21 y MED31, y la cola, formada por
MED2, MED3, MEDS5, MED14, MED15 y MED16.

Por otro lado, las subunidades MED12 y MED13 forman parte del mddulo kinasa
dependiente de ciclina 8 (CDK8), que a su vez esta formado por otras dos subunidades, la CDK8
y la ciclina-C (CCNC). Este médulo es capaz de unirse reversiblemente al Mediator con MED13
como enlace, estableciendo una interaccidn que activa el dominio kinasa de CDK8. Al parecer
la fosforilacion por esta kinasa modula la actividad de los TFs y/o dirige la degradacién de éstos
en el proteasoma (Akoulitchev et al., 2000; Alarcén et al., 2009; Bancerek et al., 2013).
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Figura 1.1: Estructura y organizacion del complejo Mediator de levaduras. En azul la cabeza, en
verde el centro, en amarillo la cola y en rojo el médulo CDK8. Fuente:
http://geiselmed.dartmouth.edu/myers/research/ (Consultado el 8-7-2016).

Una caracteristica remarcable del Mediator es que no siempre esta formado por las
mismas subunidades. Si bien existe un “core” constante de subunidades que siempre estdn
presentes, la presencia de otras va a depender del contexto fisioldgico en el que esté
participando el complejo y por tanto de los TFs con los que interactue (Kulak et al., 2014). El
proceso mediante el que se produce la adicién o pérdida de subunidades es todavia un campo
poco explorado. Este dinamismo conformacional no sdélo se da a nivel de presencia o ausencia
de subunidades, sino también a nivel estructural. Tanto en levadura como en humanos se ha
observado una gran flexibilidad estructural en el Mediator cuando se une a otras proteinas o
complejos proteicos (Figura 1.2) (Ebmeier y Taatjes, 2010).
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Figura 1.2: Cambios estructurales del complejo Mediator y las distintas conformaciones que
adquiere en funcion del elemento con el que interactta. (Allen y Taatjes, 2015)

2.2 Funciones del Mediator

El Mediator se considera parte fundamental de la maquinaria del proceso transcripcional,
al observarse en levaduras asociado a los promotores de practicamente todos los genes que
codifican proteinas y requerido para la transcripcidn tanto basal como regulada por
activadores (Holstege et al., 1998; Thompson y Young, 1995). La funcién basica del Mediator es
regular la transcripcion mediante interacciones proteina-proteina con los TFs unidos a ADN,
uniéndose un tipo de TF especifico a cada subunidad del Mediator. Estas interacciones son
interpretadas como sefales moduladoras que llegan hasta la RNA polimerasa Il (RNA-Pol Il)
actuando como una especie de puente que comunica los TFs con la RNA-Pol Il. Este papel lo
realiza gracias a que participa activamente en la formacién del complejo de pre-iniciacién (PIC)
de la transcripcion, que ademas incluye otros reguladores generales de la misma. Se piensa
que su papel en este proceso es actuar como un soporte alrededor del cual se ensambla el PIC
y que a la vez mantiene la comunicacion entre los TFs unidos a ADN, la RNA-Pol Il y el propio
PIC (Grunberg y Hahn, 2013). Gracias a su gran tamafio es probable que promueva una
formacién estable del PIC al permitir una interaccién directa con multiples proteinas (Figura
1.3).
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Figura 1.3: Interaccion del complejo Mediator con la region promotora, la RNA-Pol Il y el PIC (lIA,
11B, IID, IIE, IIF y lIH). (Allen y Taatjes, 2015)

Ademads, el Mediator participa en otros aspectos fundamentales relacionados con la
transcripcién en los que colabora estrechamente con la RNA-Pol Il, como la elongacién
transcripcional (Conaway y Conaway, 2013) o la organizacion espacial de la cromatina, creando
estructuras como los bucles génicos que parecen ser fundamentales para coordinar la
transcripcién en la célula (Plank y Dean, 2014).

Muchas funciones bdasicas del Mediator se han conservado entre levadura y humanos,
como la unién del Mediator a TFs y al dominio C-terminal de la RNA-Pol I, aunque a lo largo de
la evolucién eucariota la composicidn, secuencias y funcidn del Mediator se han diversificado
(Poss et al., 2013), probablemente debido en parte a la gran variedad de TFs que se unen al
ADN en eucariotas superiores.

2.3 Estudios sobre el Mediator en animales

Gran parte de la informacidon funcional del Mediator de animales se basa en la
caracterizacidon fenotipica de lineas celulares o animales mutantes en los que falta una
subunidad del Mediator o presentan mutaciones en las secuencias de éstas. En humanos se
estan identificando cada vez mas enfermedades relacionadas con estos aspectos, en especial
patologias relacionadas con el desarrollo temprano y con el cancer que tienen que ver con la
subunidad MED12.

Mediante secuenciacién de exomas, se ha constatado que MED12 es una de las
subunidades que es habitual encontrar mutada en varios tipos de tumores observados en
cancer de préstata. Estas mutaciones afectan a la interaccién entre el Mediator y el médulo
CDK8, de modo que la actividad kinasa de este Ultimo se ve disminuida (Barbieri et al., 2013;
Kampijarvi et al., 2015).

También se ha observado en ratones que la expresion baja o nula de MED12 daba como
resultado embriones incapaces de desarrollarse mas alla del décimo dia y presentaban severos



problemas en la formacién del sistema nervioso y malformaciones cardiacas, junto con la
disrupcion de la via de sefalizacidon por WNT (Rocha et al., 2013).

Otro de los genes identificados en fenotipos relacionados con la detencién del desarrollo
de embriones es MED14. En pez cebra se identificaron codones de parada prematuros en el
gen de MED14 en varios mutantes con defectos en corazén, cerebro y ausencia de elongacién
de la aleta pectoral. Estudios en planaria identificaron que, al parecer, MED14 estd involucrado
en el mantenimiento de las células madre y las células progenitoras, sin afectar a les células ya
diferenciadas (Burrows et al., 2015).

En definitiva, estos resultados apuntan que Mediator tiene papeles importantes en
desarrollo de animales y en el control del ciclo celular.

2.4  Estudios sobre el Mediator en Arabidopsis thaliana

Los estudios en Arabidopsis thaliana no son tan abundantes, pero revelan la gran
diversidad de funciones en la que el Mediator esta implicado y la importancia que representa
en el desarrollo de la planta.

Se ha descrito que las subunidades MED8 y MED25 juegan un papel en la regulacién del
tamarnio final de los érganos de la planta (Xu y Li, 2009; Xu vy Li, 2013). Por un lado, MED25
actia como un limitador de la proliferacién y la expansion celular, posiblemente funcionando
como un regulador de estos procesos en la transcripcion. Por otro lado, MED8 fomenta que se
dé la situacidn contraria pero no tiene una funcidn antagdnica a la de MED25, ya que ambos
actuan de modo independiente en el proceso mediante el control de genes diana diferentes.

Ademads, MED25 también ha sido descrito como un importante componente de la defensa
basal al ser requerido para la sintesis de acido jasmdnico, donde MEDS8 también participa, y en
la resistencia a hongos necrotréficos, en la cual también estd involucrado MED21. Otras
subunidades con funciones en procesos defensivos son MED15, en la sintesis de acido
salicilico, y MED16, que participa en la tolerancia al frio y a la sequia.

En el caso de MED16, también se ha revelado que participa en la capacidad de la planta
para tomar hierro del medio (Zhang et al., 2014). En concreto, MED16 facilita la interacciéon
entre los TFs FIT e IB que son claves en el control de genes implicados en la homeostasis del
hierro, como FROZ2 e IRT2.

La floraciéon y la identidad de los érganos florales son controlados por MED18 a través de
los genes FLC, que participa como un importante regulador negativo de la floracidon en
respuesta a estimulos enddgenos y exdgenos, y AG, que determina la identidad de los
estambres y los carpelos (Zheng et al., 2013).



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es realizar un analisis inicial del papel que juega la subunidad
MED31 en Arabidopsis thaliana.

Nuestro interés en MED31 radica en dos aspectos: (i) fue identificado en el laboratorio
como una proteina que interacciona fisicamente con las proteinas DELLA, que son reguladores
negativos de la sefalizacidon por giberelinas, y cuya caracterizaciéon funcional representa el
principal tema de investigacion del grupo; y (ii) su funcidn es practicamente desconocida, a
pesar de ser una de las subunidades conservadas en el complejo.

Para ello analizaremos el fenotipo de dos alelos mutantes med31, prestando atencién a la
morfologia de las plantulas, flores y plantas adultas, asi como a los niveles de mensajeros de
genes cuya expresion se pueda ver regulada por MED31. También prepararemos lineas
transgénicas en las que expresaremos MED31 etiquetado con el epitopo FLAG en un fondo
mutante med31 con el fin de (i) confirmar que los fenotipos del mutante se deben a la
deficiencia de MED31, vy (ii) obtener herramientas que nos permitan investigar aspectos
moleculares de MED31 y su relacidn con las proteinas DELLA en el futuro.



MATERIALES Y METODOS

1. Materiales bioldgicos y condiciones de crecimiento

1.1 Material vegetal: Arabidopsis thaliana

La planta Arabidopsis thaliana es un organismo modelo importante para la identificacion
de genes y la determinacién de sus funciones. Su uso es muy extendido gracias a las ventajas
que ofrece: su pequefio tamano, tiempo corto de desarrollo, gran nimero de descendientes y
un genoma nuclear relativamente pequefio y secuenciado.

En este trabajo empleamos plantas de la accesidn Columbia-0 (Col-0) como silvestre (WT) y
dos lineas SALK (med31-1 y med31-2), conseguidas por la insercién de un T-DNA que
interrumpe la secuencia del gen de MED31 (ver descripcidn en Resultados).

Las semillas se esterilizaron con dos lavados de 5 min: el primero con una solucién de
etanol 70% y Triton X-100 0,05% y el segundo con etanol 96%. Se sembraron en condiciones de
esterilidad en medio Murashige-Skoog (MS) con 0.8 % (p/v) agar, 1% (p/v) de sacarosa y pH
5.7.

Las semillas sembradas se estratificaron durante 4-5 dias a 4°C en oscuridad y a
continuacidn se cultivaron en condiciones de dia largo (ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad)
a 22°C durante 7 dias. Tras este periodo las plantas se trasplantaron a tierra regada con
solucién nutritiva. Estas plantas se dejaban crecer en las mismas condiciones de luz hasta que
se recolectaban las semillas.

1.2 Transformacion de Arabidopsis thaliana

1.2.1 Método “Floral-dip”

Una vez se consiguidé el cultivo de preinoculacidon saturado, se centrifugd durante 20
minutos a 3000 rpm. El pellet se resuspendié en una solucién de sacarosa 5% y Silwet (240 pL
por 1 L). En esta solucidon se introdujeron las plantas de Arabidopsis de modo que se
impregnaran bien las flores jévenes, que son las que serian inoculadas con Agrobacterium
tumefaciens y adquirian el T-DNA con el inserto construido. Las lineas transformadas fueron
WTy med31-2.

1.2.2 Condiciones de cultivo

Las plantas inoculadas se taparon y se dejaron a 22°C durante unas 18 h para facilitar el
crecimiento de Agrobacterium tumefaciens. Tras este tiempo, ya se dejaron destapadas en
condiciones de dia largo y se esperd a la maduracion de las flores para recolectar las semillas
qgue contendrian el inserto de T-DNA.



1.2.3 Seleccion de transformadas

Las semillas recolectadas de las flores inoculadas (T1) se sembraron en medio MS con el
herbicida BASTA 0.01% (p/v) y el antibidtico carbenicilina (Car) 0.01% (p/v) para seleccionar
aquellas plantas que hayan adquirido el inserto de T-DNA vy eliminar cualquier presencia de
células de Agrobacterium tumefaciens respectivamente.

La siguiente generacidon (T2) se sembré en medio MS con BASTA 0.01% (p/v) y se
seleccionaron aquellas lineas que presentaran una proporcién 3:1 de individuos
tolerantes/sensibles al herbicida. Con esto se conseguia seleccionar aquellas plantas que sélo
tuvieran una copia del T-DNA insertada en su genoma, siguiendo las leyes mendelianas de la
herencia genética.

La tercera generacion (T3) también se sembrd en medio MS con BASTA 0.01% (p/v) y esta
vez se seleccionaron las lineas que presentasen un 100% de tolerancia a BASTA. De esta forma
se seleccionaban las lineas homocigotas para el locus donde el T-DNA se haya insertado.

1.3 Escherichia coli

La enterobacteria Escherichia coli es el organismo empleado para la construccidén y
propagacion clonal de los distintos vectores usados. La cepa cultivada fue DH5a, apta para la
transformaciéon mediante electroporacion.

El medio basico empleado para el crecimiento era Luria-Bertani (LB), al que se le afiadia
agar para el cultivo en placa y los antibidticos necesarios. La composicion del medio es 1%
(p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracto de levadura, 1% (p/v) NaCl y, si era sélido, 1.5% (p/v) agar.
Tras la siembra, los cultivos se dejaban a 37°C durante 16 h y en agitacién si eran liquidos.

1.4 Transformacion de Escherichia coli

1.4.1 Electroporacion de Escherichia coli

Tras finalizar la construccion de los diferentes vectores se procedio a la transformacion de
células de Escherichia coli para la clonacién de los mismos.

Para ello, se afiadieron 2 L de la solucién donde estaba el pldsmido a una alicuota de 50
puL de células de la cepa DH5a. A continuacion, esta solucidon se introduce en un vial de
electroporacion y se somete a un pulso de 1500 V durante 4 ms. Después, las células se
rescatan con 250 pL de medio SOC (o LB) y se mantienen durante 1 hora a 37°C en agitacion
para que expresen los genes de resistencia a antibiotico del vector que portan.

1.4.2 Condiciones de cultivo

Las células se sembraron en LB agar al que se afiadia un antibidtico en funcién de la
resistencia del vector (espectinomicina (Spm) o kanamicina (Kan) 0,01% (p/v)) y se dejaron
incubando durante 18h para seleccionar aquellas colonias que se hubieran transformado. A
partir de las colonias resistentes se inocularon cultivos liquidos de 3 mL con el fin de aislar ADN
del plasmido correspondiente.



1.4.3 Recoleccion de minipreps

Después de la incubacion de los cultivos liquidos se procedié a la extraccion y purificacion
de los vectores clonados mediante el kit de purificacidén E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini | de Omega,
basado en la purificacion del ADN plasmidico por columna tras una lisis alcalina. En primer
lugar, se centrifugan los cultivos a 13000 rpm durante 1 minuto y se elimina el sobrenadante
para resuspender el pellet en 250 pL de solucidon | mezclando en el vértex. A continuacién, se
afiaden 250 pL de solucién I, mezclando suavemente, y 350 plL de solucidn lll, agitando los
tubos hasta formar un precipitado floculante, para después centrifugar a 13000 rpm durante
10 minutos. El sobrenadante resultante se introduce en una minicolumna con una membrana
que retiene el ADN plasmidico vy filtra los demds componentes del sobrenadante. Primero se
centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto y el sobrenadante recogido se desecha. A
continuacién, se anaden 500 pL de tampdn HBC y se vuelve a centrifugar. Se descarta el
sobrenadante y después se afiaden 700 pL de tampdn de lavado de ADN y se centrifuga de
nuevo. El sobrenadante se desecha otra vez y se centrifuga la columna vacia durante 2
minutos. Por udltimo, se afiade 40 uL de tampdn de eluciéon a la columna, pasandola a un tubo
Eppendorf y se centrifuga 1 minuto para eluir el plasmido retenido en la columna. El plasmido
eluido es cuantificado posteriormente con NanoDrop.

1.5  Agrobacterium tumefaciens

La proteobacteria Rhizobium radiobacter (mas conocida como Agrobacterium tumefaciens)
se empled como vector para la transformacion de los individuos de Arabidopsis, ya que es
capaz de integrar fragmentos de ADN en el genoma de plantas en locus aleatorios. Se usé la
cepa C58, apta para ser transformada por electroporacidn y con resistencias a los antibidticos
rifampicina (Rif) y gentamicina (Gnt).

El medio en donde se cultivaba es el mismo que en el caso de Escherichia coli. Tras la
siembra los cultivos se dejaban a 28°C durante 40 h, si eran sélidos, y 18 h en agitacion si eran
liquidos.

1.6  Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

1.6.1 Electroporacion de Agrobacterium tumefaciens

Los vectores, ya clonados en Escherichia coli y recogidos en minipreps se utilizaron para
transformar las células de Agrobacterium tumefaciens, para mas tarde transferir el gen de
interés a Arabidopsis.

Para la transformacién se afiadieron 2 plL de plasmido a una alicuota de 50 pL de células de
la cepa C58. A continuacion, esta solucion se introduce en un vial de electroporacién y se
somete a un pulso de 1440 V durante 4 ms. Después, las células se rescatan con 250 uL de
medio SOC (o LB liquido) y se mantienen durante 2 h a 28°C en agitacién para que expresen los
genes de resistencia a antibiético del vector que portan.



1.6.2 Condiciones de cultivo

Las células se sembraron en LB agar al que se afiadia un antibiético en funcién de la
resistencia del vector (Spm o Kan 0.01% (p/v)), junto con Rif y Gnt 0.01% (p/v), y se incubaron
durante 18h para seleccionar las colonias que se hubieran transformado. Se seleccionaron
aquellas colonias que hubieran crecido para inocularlas en 3 mL de LB liquido con los
antibioticos respectivos y se volvian a incubar, esta vez unas 18 h.

1.6.3 Cultivo de preinoculacion

A partir de los cultivos liquidos se prepard el cultivo para realizar la inoculacién de células
de Agrobacterium tumefaciens en individuos de Arabidopsis. El cultivo consistié en LB liquido
con los antibidticos necesarios al 0.01% (p/v). Se afiadié 1 mL de células a 250 mL de medio. El
cultivo se dejé a 28°C en agitacion durante unas 18 h.

2. Técnicas de Biologia Molecular
2.1 Andlisis por PCR

2.1.1 Extraccion de ADN genémico

Como molde para las PCR se usd ADN gendmico extraido de plantulas enteras o de hojas
de plantas jovenes. La extraccion se realizo siguiendo el protocolo desarrollado por Edwards et
al. (1991). En primer lugar, se machaca el tejido en un tubo Eppendorf sin tampdn, afiadiendo
a continuacién 400 pL de tampdn de extraccion (200 mM Tris HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 25
mM EDTA, 0,5% SDS) y mezclando en un vdrtex durante 5 segundos. Después se centrifuga el
extracto a 13000 rpm durante 1 minuto y se transfieren 300 plL del sobrenadante a un tubo
nuevo, donde se mezcla con 300 uL de isopropanol para facilitar la precipitacion del ADN. Se
deja incubar a temperatura ambiente 2 minutos y se centrifuga a 13000 rpm durante 5
minutos. Por ultimo, se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 100 plL de TE 1x.

2.1.2 Preparacion de la PCR

Una vez obtenido el ADN gendmico de las distintas lineas de Arabidopsis, se procedid a
realizar una PCR para genotiparlas, basandose en la presencia/ausencia de fragmentos
amplificados para distinguirlas. Se emplearon dos pares de oligonucleétidos: el primero,
formado por MED31F-59 como directo o forward y MED31R+544 como reverso, amplificaba un
fragmento del inicio de la secuencia de MED31 y el otro, formado por LBb1.3 como directo y
MED31R+544 como reverso, amplificaba un fragmento que comenzaba en el borde izquierdo
(L/B) del T-DNA insertado en la secuencia de MED31. El oligonucledtido LBb1.3 fue
amablemente cedido por el Dr. David Esteve (IBMCP). El disefio de los oligonucleétidos viene
descrito en Resultados.

10



MED31F-59: 5’-GGTTCTTTTAAGACCGCTTCTTGTGG-3’ Longitud: 26 pb; Tm: 69.1°C
MED31R+544: 5’-CAAAATACCGATTCTGTGCCAGG-3’ Longitud: 23 pb; Tm: 68.2°C
LBb1.3: 5’-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3’ Longitud: 19 pb; Tm: 63.6°C

Figura 3.1: Secuencias de los oligonucleétidos empleados para el genotipado de individuos mutantes.

ADN gendmico
Tampon 5X
Oligonucleétido F 10 uM

Oligonucleétido R 10 uM
DNA polimerasa 50U/puL
Agua Hasta 50 pL

Tabla 3.1: Reactivos empleados en la PCR para el genotipado de individuos mutantes. La DNA
polimerasa empleada fue MyTaq Red DNA (Bioline).

1

94 °C 10"
72°C 25"

. e o7

Tabla 3.2: Perfil térmico empleado para el genotipado de individuos mutantes.

2.2 Construcciones de ADN

2.2.1 Aislamiento de MED31

Para poder elaborar las construcciones que contenian el fragmento de ADN con la
secuencia codificante del gen de MED31, este fragmento se obtuvo mediante PCR usando
como molde un “pool” de cDNAs que ya se tenia en el laboratorio y que se habia obtenido de
plantulas de Arabidopsis silvestres Col-0 de 7 dias cultivados en luz continua.

MED31Fatg: 5’-ATGGCTTCGCCAGAGGAGATGG-3’ Longitud: 22 pb; Tm: 72.5°C
MED31R: 5’-TTATATACCCTTCTTTCTCTTCCTACG-3’ Longitud: 27 pb; Tm: 66.5°C

Figura 3.2: Secuencias de los oligonucleétidos empleados para amplificar la secuencia de MED31.
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cDNA molde 50 ng/uL
Tampon 10X
dNTPs 10 mM

Oligonucleétido F 10 uM
Oligonucleétido R 10 uM
DNA polimerasa 50U/pL
Agua
Tabla 3.3: Reactivos empleados en la PCR para amplificar la secuencia de MED31. La DNA polimerasa
empleada fue ExTaq (Takara).

N2 de ciclos | Temperatura| Tiempo

Tabla 3.4: Perfil térmico empleado para amplificar la secuencia de MED31.

Para comprobar que el fragmento amplificado era el esperado, tras la PCR se prepard un
gel de agarosa al 1% en donde se cargd el producto de PCR, en el que se llevaria a cabo una
electroforesis para determinar el tamafno del fragmento amplificado.

2.2.2 Vector de entrada

El vector pCR8 es un plasmido de 2817 pb que contiene los siguientes elementos: un gen
de resistencia a Spm para la seleccidn en cultivos bacterianos y los sitios de recombinacién
attLl y attL2 para la transferencia del gen de interés mediante el método Gateway a un vector
de expresion, entre éstos hay un sitio de corte del enzima de restriccidon EcoRl, en el cual se
insertard el gen de interés, ya que el vector viene ya digerido por este enzima en el kit que se
emplea para la insercion del gen de interés.

2.2.3 Insercion en el vector de entrada

Una vez amplificado, el fragmento de MED31 se introdujo mediante topoisomerasas en el
vector pCRS8. Para ello se empled el kit de cloning pCR8/GW/TOPO TA (Thermo Fisher). El
clonaje se basa en que la Tag polimerasa afiade una adenina en los extremos 3’-OH. La accién
la realiza la Topoisomerasa | unida covalentemente al vector linearizado, que presenta dos
timinas sobresalientes en los extremos 3’-OH del mismo. La reaccion se lleva a cabo a
temperatura ambiente durante 25 minutos.
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Producto de PCR 0,9 uL
Solucidn salina 1puL
pCR8 (5-10 ng/uL) 1pul
Agua Hasta 6 L
Tabla 3.5: Reactivos empleados en la reaccion de ligacion de MED31 en el vector de entrada.

Para comprobar que la reaccion de ligacién se produjo correctamente, se realizé una
digestion del vector ya clonado en Escherichia coli con los enzimas Pvull y BamHI. El resultado
se analizd separando los fragmentos en un gel de agarosa al 1%.

2.2.4 \Vector de expresion

Para los ensayos que requerian la transformacién de Arabidopsis se empled el vector
pEarleyGate 202, un plasmido de 11775 pb que contiene los siguientes elementos: un gen de
resistencia al antibidtico kanamicina (Kan), para la seleccion en cultivos bacterianos; un gen de
resistencia al herbicida glufosinato (BASTA), para la seleccién en cultivos de plantas; un
promotor y un terminador 35S, para sobreexpresar el gen de interés insertado; un epitopo N-
FLAG vy los sitios de recombinaciéon attR1 y attR2 para la transferencia del gen de interés
mediante el método Gateway, entre los cuales se sitla el gen letal ccdB para que aquellas
células que no hayan adquirido el gen de interés no crezcan. En este vector se incluia un
inserto de cDNA de MED31 fusionado en el extremo 5’ al marcador N-FLAG y fue el que se
empleé para la transformacion de individuos med31-2 y estudiar si la sobreexpresion de
MED31 era capaz de revertir el fenotipo de mutante a silvestre.

2.2.5 Insercion en el vector de expresion

A partir del vector de entrada pCR8 se realizé la reaccién de ligacién (LR) del inserto de
MED31 a los vectores de expresion mediante el método Gateway. Este método se basa en la
recombinacidn génica para subclonar un fragmento de ADN en un vector de destino de forma
mas rapida y en un solo paso mediante los sitios de recombinacién entre los cuales se inserta
el gen de interés. La LR se realizd desde el vector de entrada al vector de expresion
pEarleyGate 202.

PCR8-MED31 (50 ng/uL) 1pul
pEarleyGate 202 1L
Tampon TE 1X 6 pL

LR clonasa Il 2 uL
Tabla 3.6: Reactivos empleados en la reaccion de ligacion de MED31 en el vector de expresion.

La LR tuvo lugar durante 1 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion,
la LR se detuvo mediante la adicidn de 1 plL de proteinasa K y posteriormente se mantuvo 10
minutos a 37°C.

Para determinar que la LR se habia producido de forma satisfactoria se hizo una digestion
del vector ya clonado en E. coli con los enzimas BamHI y Pstl, que cortan en tres partes el
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vector si el fragmento de MED31 se ha insertado en éste. El resultado se analizé separando los
fragmentos en un gel de agarosa al 1%.

2.3 Andlisis del nivel de expresion

2.3.1 Extraccion de ARN total

El ARN total se obtuvo a partir de material vegetal congelado de cada una de las diferentes
lineas. Para la extraccidn del ARN se empleé el kit NucleoSpin RNA Plant de Macherey-Nagel.
En primer lugar, se afiadié 350 pyL de tampdn RA1 mezclado con 3.5 uL de mercaptoetanoal,
esta mezcla lisa las células e inactiva las RNasas. A continuacién, el lisado se filtra por una
columna centrifugando a 11000 rpm durante 1 minuto y seguidamente, se ajustan las
condiciones de unién del RNA a una nueva columna afadiendo 350 pL de etanol 70%.
Después, se pipetea el filtrado para retener el ARN, se centrifuga 30 segundos, se descarta el
liguido recogido y se afiaden 350 pL de tampdn MBC. Se vuelve a centrifugar 1 minuto, se
desecha el sobrenadante y se afiaden 95 uL de la mezcla de DNasa para digerir el ADN. Se
incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se lava la membrana con 200 pL de tampdn
RAW?2 y 600 de tampdn RA3, centrifugando 30 segundos después de la adicidn y desechando
el sobrenadante. Por ultimo, se afladen 250 uL de tampdn RA3 y se centrifuga durante 2
minutos, se desecha el sobrenadante y seguidamente se eluye el ARN en 30 pL de agua libre
de RNasas, centrifugando 1 minuto. EI ARN recogido es cuantificado en el NanoDrop.

2.3.2 Sintesis de cDNA

A partir del ARN obtenido se sintetiza el cDNA mediante el kit PrimeScript 1st Strand cDNA
Synthesis de Takara. Este kit permite la sintesis de cDNA en dos fases: en la primera se produce
el alineamiento de oligonucledtidos dT en la cola poliA de los ARN mensajeros (ARNm) y en la
segunda la sintesis propiamente dicha con la transcriptasa reversa PrimeScript.

Oligonucleétido dT 1uL
dNTPs 1L
ARNm molde 1ug

Agua libre de RNasas Hasta 10 pL
Tabla 3.7: Reactivos empleados para la alineacidon de los oligonucleétidos dT con el ARNm molde.

Esta mezcla se mantiene durante 5 minutos a 65°C y seguidamente se introduce en hielo.
A continuacién, se afiaden los reactivos necesarios para completar la reaccién de sintesis de
cDNA.

Mezcla de ARNm molde y

oligonucleétido dT 10ut
Tampon PrimeScript 5X 4 uL

Inhibidor de RNasas (40U/uL) 0.5 pL
PrimeScript RTasa (200U/pL) 2 uL

Tabla 3.8: Reactivos empleados en la reaccion de sintesis de cDNA gendmico.
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La reaccion tiene lugar a 42°C durante 1 h. Seguidamente, se inactiva el enzima incubando
la reaccidn a 95°C durante 5 minutos. El producto de la reaccién se diluye en agua hasta los
100 pL vy se guarda a -20°C.

2.3.3 PCR semicuantitativa

Una vez obtenido el cDNA a partir del ARN de cada una de las lineas de Arabidopsis, se
procedié a realizar una PCR semicuantitativa en la que se amplificaran fragmentos de la
secuencia de MED31 de cada linea y de un gen control, en este caso UBQ10. Se determinara la
cantidad relativa de producto obtenido comparando la intensidad de la banda de MED31 con
la del gen control a la luz UV. Para la amplificacion de la secuencia del cDNA de MED31 se
emplearon los oligonucleétidos y el perfil térmico descritos en el apartado 2.2.1 de esta
seccion. Las secuencias de los oligonucledtidos empleados para la amplificacidon del cDNA de
UBQ10 fueron amablemente cedidas por el Dr. Miguel Angel Blazquez (IBMCP).

UBQ10F: 5’-GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGGT-3’ Longitud: 31 pb; Tm: 77.2°C
UBQ10R: 5’-CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAACAGG-3’  Longitud: 32 pb; Tm: 67.9°C

Figura 3.3: Secuencias de los oligonucleétidos empleados para amplificar la secuencia del cDNA de
uBQ10.

cDNA
Tampon 10X
dNTPs 10 mM

Oligonucledtido F 10 uM
Oligonucleétido R 10 uM
DNA polimerasa 50U/pL
Agua
Tabla 3.9: Reactivos empleados en la PCR para amplificar la secuencia del cDNA de MED31 y de
UBQ10. La DNA polimerasa empleada fue ExTaq (Takara).

1

94 °C 30"
72°C 1'

R e w0

Tabla 3.10: Perfil térmico empleado para amplificar la secuencia del cDNA de UBQ10.

El producto de PCR se cargd en un gel de agarosa 1% para determinar el tamafio de los
fragmentos por electroforesis y la cantidad relativa de producto amplificado.
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2.3.4 PCR cuantitativa “real-time”

El nivel de expresidn se determind mediante una PCR cuantitativa “real-time” (RT-qPCR),
con la que se puede, segln la cantidad de cDNA de partida (y, por tanto, de ARNm), obtener
un valor relativo de la expresion del gen de interés con respecto a la de un gen control. Esto se
realiza al establecer un valor umbral de producto amplificado y determinando el ciclo de la PCR
en el que se supera este valor (“Cycle threshold”, C;). La cantidad de producto amplificado se
determina midiendo la intensidad de fluorescencia emitida por el marcador SYBR Green, que
se activa una vez se une a los fragmentos amplificados. Esta PCR se realizé en un termociclador
de RT-gPCR ABI 7500 Fast-Real Time y los resultados se analizaron mediante el software con el
que funciona la maquina. Ademas, los resultados fueron validados estadisticamente mediante
un T-test considerando un p-valor < 0,05.

El perfil térmico empleado en la qPCR fue 10 minutos a 95 °C y a continuacién 40 ciclos de
15 segundos a 95 °Cy 1 minuto a 60 °C.

Con esta técnica se pretende averiguar el nivel de expresion, no sélo de MED31, sino
también de los genes ANGUSTIFOLIA3 (AN3) y HANABA TARANU (HAN). Las secuencias de los
oligonucledtidos para la RT-gPCR se obtuvieron mediante el software Primer Express 3.0 y los
oligonucledtidos son previamente validados para comprobar que no se dan anomalias que
interfieran en la determinacidn de la cantidad de producto amplificado. En este caso el gen
control es EF1a. De cada muestra de cDNA se realizaron tres réplicas bioldgicas y tres réplicas
técnicas y en cada PCR se realizé un control negativo.

MED31qRTf: 5'-GAAACAACAGACTGAAGCACATTCTAC-3’ Longitud: 27 pb; Tm: 64.9°C
MED31qRTr: 5’-TTGAAGGTGCAACTGGTGGTT-3’ Longitud: 21 pb; Tm: 66.8°C
AN3qgRTf: 5’-TAAATCTCCCCCTCCTTTTCG-3’ Longitud: 21 pb; Tm: 64.0°C
AN3qgRTr: 5’-AACTCCCGGGAAATTGAATGT-3’ Longitud: 21 pb; Tm: 65.3°C
HANQRTf: 5'-AAGAACTACTGCGGCTACAGGAA-3’ Longitud: 23 pb; Tm: 65.0°C
HANQRTr: 5’-CCCGTACTGGTCGGTTTGAA-3’ Longitud: 20 pb; Tm: 66.9°C

Figura 3.4: Secuencias de los oligonucle6tidos empleados para la RT-qPCR de los cDNA de MED31,
AN3 y HAN respectivamente.

cDNA 1pl
SYBR Premix + Dye 10.4 pL
Oligonucleétido F 10 uM 0.4 pL
Oligonucledtido R 10 uM 0.4 pL

Agua Hasta 20 pL
Tabla 3.11: Reactivos empleados en la RT-qPCR.
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3. Técnicas de microscopia

3.1 Tratamiento con hidrato de cloral

Para poder observar el patrén vascular de los cotiledones fue necesario blanquear las
plantulas. Para ello se empled un tratamiento con hidrato de cloral siguiendo el protocolo
desarrollado por Franks et al. (2009).

Primero se fijé el tejido en una solucién de 9 partes etanol y 1 dcido acético, sumergiendo
las plantulas durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, se hicieron dos lavados con
etanol 90% de 30 minutos cada uno. Por ultimo, se introdujo el tejido en la solucién de hidrato
de cloral (2.5 g de hidrato de cloral por mL de glicerol 30%) durante varias horas para el
blanqueamiento del tejido. Tras este tratamiento, el tejido estaba preparado para que se
observase el patrdn vascular al microscopio.

3.2 Instrumental empleado

3.2.1 Lupa

Se utilizé la lupa de fluorescencia MacroFluo (MZZ16F Leica) con camara digital (DFC300 FX
Leica) equipada de un sistema de filtros para GFP2, DSR y Violet.

3.2.2 Microscopio

Se empleé el microscopio dptico Nikon Eclipse E600 con cdmara digital refrigerada DS-Ri 1
equipado de un sistema de epi-fluorescencia con filtros para visualizar FITC, Rodamina,
calcofluor, DAPI y plata, y un sistema de contraste interferencial (DIC) y campo oscuro.
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RESULTADOS

1. Genotipados de las lineas de insercion SALK en el locus MED31

El gen de MED31 consta de 6 exones y 5 intrones y tiene una longitud de 1755 pb. Para
poder identificar los individuos mutantes med31-1 y med31-2 y diferenciarlos de los WT se
dised un par de oligonucleétidos sobre la regién de MED31: uno directo o forward (MED31F-
59) que alinea a 59 pb aguas arriba del codén de inicio y otro reverso (MED31R+544), a 544 pb
aguas abajo del coddn de inicio (Figura 4.1). Empleando esta combinacidn de oligonucledtidos
en la PCR Unicamente se amplificd el fragmento comprendido entre ellos solamente en
individuos WT, ya que en los mutantes se encuentran los insertos de T-DNA en esta region,
siendo el espacio entre oligonucledtidos mucho mayor, por lo que en las condiciones de la PCR
no hubo tiempo suficiente para que este fragmento se amplificase.

En el caso de med31-1 la insercidn se encuentra en la regidén no traducida del extremo 5’
(5’-UTR) y en med31-2, se situa en el primer intron de la region codificante de la secuencia
(Figura 4.1).

Para diferenciar los individuos mutantes med31-1 y med31-2 entre si se utilizd otro par de
oligonucledtidos: el oligonucledtido directo empleado, LBb1.3, es especifico para el
genotipado de lineas SALK y se alinea con el L/B del T-DNA insertado en las secuencias de
MED31 de los individuos mutantes.

med31-1
T-DNA
> - STOP
MED31F-59 MED31R+544
—_— —)\ <
T-DNA
med31-2

Figura 4.1: Esquema de la estructura de MED31 con los sitios de las inserciones de T-DNA y los
oligonucleétidos empleados en el genotipado.

En el andlisis en un gel de agarosa de los productos de PCR se observo el patrén de bandas
de la Figura 4.2, que indica que los individuos med31-1 y med31-2 llevaban la mutacién (el T-
DNA) en homocigosis.
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. LBb1.3/MED31R+544 MED31F-59/MED31R+544

R —
. med31-1 med31-2 WT | med31-1 med31-2 WT
-——
1000 ==
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- . -
500 ————

Figura 4.2: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa 1% de las PCR de genotipado. Las
bandas de las lineas mutantes tienen un tamaiio de 750 pb (med31-1) y 600 pb (med31-2) aprox. La
banda de WT tiene un tamaiio de 600 pb aprox.

2. Andlisis fenotipico de los mutantes med31: fenotipos moleculares

La posicion de los T-DNAs en ambos mutantes, asi como el aspecto de las plantas
homocigotas, apuntaban que med31-1 probablemente no tendria afectada la expresion del
gen, mientras que med31-2 fuese posiblemente un mutante nulo. Para determinar los niveles
de expresidon en cada caso decidimos hacer una PCR semicuantitativa empleando
oligonucledtidos que permitian amplificar la region codificante (interrumpida por el T-DNA en
med31-2). Es decir, se pretendia comprobar si en los individuos mutantes se producia ARNm
de MED31 vy, en caso afirmativo, estimar la cantidad relativa que se sintetizaba. Se cargaron
muestras tras 20, 25 y 30 ciclos de amplificacién para hacer un seguimiento de la cantidad de
producto de PCR obtenido. Al analizar el resultado por electroforesis en gel de agarosa se
comprobd que tanto en med31-1 como en med31-2 se producia transcrito de MED31 y que la
cantidad sintetizada era similar a la de WT (Figura 4.3).

WT med31-1 med31-2
20 25 30 20 25 30 20 25 30

veor: [ I
TR

Figura 4.3: Resultado de la PCR semicuantitativa. Arriba, PCR de MED31; abajo, PCR de UBQ10. De
izquierda a derecha, los productos de PCR de cada linea tras 20, 25 y 30 ciclos de amplificacion.

Los resultados de med31-2 fueron sorprendentes, no obstante, la PCR semicuantitativa no
es del todo resolutiva si los cambios en el nivel de expresion entre el mutante y el WT no son
grandes. Ademas, el T-DNA en med31-2 estd en un intrdn y hay bastantes casos en la literatura
donde se ha demostrado que el T-DNA puede ser procesado y eliminado con el intrén durante
el procesamiento del ARNm (Yang, 2008); en estos casos el procesamiento es menos eficiente
y, por tanto, la expresion del gen es menor que en el silvestre.
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3. Andlisis de los niveles de expresion

Para determinar los niveles de MED31 con mayor resolucién empleamos la RT-qPCR. Para
ello hicimos una cuantificacién relativa (RQ) del nivel de expresién de MED31 en las lineas
mutantes respecto a WT, cuyo valor tomamos como 1. Este valor de RQ se obtiene mediante la
siguiente ecuacion:

RQ = (Cr gen interés — Cr gen control) — (Cr medio gen interés — Cr medio gen control)

2
1.8
1.6
1.4

1.2
0.8 . :
0.6 T
0.4 : : T
- B
0
HAN

MED31 AN3

[Eny

EWT Emed31-1 mmed31-2

Figura 4.4: Niveles de expresion de MED31, AN3, y HAN

Como se puede ver en la Figura 4.4, la expresidn de MED31 fue similar en WT y med31-1,
mientras que se redujo practicamente a la mitad en med31-2. Estos resultados indican que la
insercién de T-DNA en este alelo probablemente es procesada con el intrén y que como
consecuencia la expresidn del gen se ve reducida a la mitad cuando se compara con el WT. Por
tanto, la mutacién med31-2 la podriamos considerar como una mutacion knock-down que
causa una reduccién en el nivel de mensajero del gen.

4. Andlisis fenotipico de los mutantes med31: morfologia
4.1 Fenotipos vegetativos

4.1.1 Aspecto general de las plantulas

Las pldntulas germinadas de las dos lineas mutantes presentaban fenotipos variables.
Mientras que los individuos med31-1 no presentaban diferencias a simple vista con los WT, en
las plantulas de med31-2 se observd gran variedad de alteraciones morfoldgicas, tales como
numero variable de cotiledones, menor tamafio, menor tasa de germinacién y un aspecto en
general mas raquitico y débil que las otras lineas (Figuras 4.5y 4.6).
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Figura 4.5: Vista aérea de las plantulas. Arriba WT, a la derecha med31-1y a la izquierda

med31-2.

Figura 4.6: Vista de las plantulas a) WT, b) med31-1 y c) med31-2.

4.1.2 Parte aérea

Un andlisis detallado bajo la lupa de plantulas med31-1 no mostré diferencias aparentes
con los individuos WT. En ambos se observaba el fenotipo caracteristico de una linea silvestre:
dos cotiledones simétricos, dos hojas primarias, mesofilos completamente verdes, tricomas en
las hojas jovenes, etc.

En el caso de med31-2, las observaciones fueron bien distintas. Se observd siempre una
gran variedad de fenotipos, unos mds aberrantes que otros. Mientras que muchos individuos
presentaban 2 cotiledones, igual que el tipo silvestre, también se podia ver un alto porcentaje
de pladntulas con 3 cotiledones e incluso 4 (Figura 4.6 y Tabla 4.1). Ademas, incluso en las
plantas con 2 cotiledones se observaban algunas malformaciones como cotiledones “cup-
shape”, cotiledones asimétricos, cotiledones lobulados, cotiledones con mesdfilos clareados o
vitrificacion. En algunos casos extremos, la mutacidon causé cambios homedticos, como por
ejemplo la emergencia de una raiz en un cotiledén, muy probablemente como consecuencia
de un cambio de identidad de ciertas células en el cotileddn afectado. En otras ocasiones se
observaron plantulas gemelas, es decir, dos plantulas generadas a partir de la misma semilla
(Figura 4.7).
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Figura 4.7: Vista detallada de las plantulas a) WT, b) med31-1, c-e) med31-2 con 2 cotiledones, f-h)
med31-2 con 3 cotiledones, i) med31-2 con 4 cotiledones, j-k) plantulas gemelas de med31-2y )
med31-2 con cambio homeético en la que una raiz sale de un cotiledén.

Ademas, nos planteamos la cuestidn de si esta gradacidn de fenotipos estaba influenciada
de alguna manera por el fenotipo de la planta progenitora, i.e. que la descendencia de plantas
con tres cotiledones, por ejemplo, fuera mas propensa a tener este fenotipo. Para responderla,
analizamos la descendencia de plantas con 2 cotiledones y de plantas con 3.
Interesantemente, no se aprecid una diferencia significativa en la proporcién de fenotipos, por
lo que esos individuos también fueron incluidos en el conteo final (Tabla 4.1).

2 cotiledones 3 cotiledones 4 cotiledones TOTAL
394 (55,49%) 299 (42,11%) 17 (2,39%) 710
Tabla 4.1: Frecuencia de fenotipos de med31-2. Los cotiledones lobulados se contaron como uno solo.

4.1.3 Longitud de raices

Para determinar la longitud de las raices, las placas donde se sembraron las semillas de las
distintas lineas se colocaron en posicién vertical, de modo que fuese mas facil observar el
crecimiento. Las medidas se tomaron 10 dias después de inducir la germinacidn. Los resultados
observados indican que las raices de los individuos med31-1 no mostraban diferencias
significativas con los WT, mientras que en el caso de med31-2, la raiz era sustancialmente mas
corta que la de los demas, aunque se observaron excepciones puntuales, consistentes con la
variedad observada en la parte aérea (Figura 4.8 y Tabla 4.2).
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Figura 4.8: Vista de las raices de Ia distintas lineas: a) med31-1, b) med31-2 y c) WT. La barra de
escala equivale a 1 cm.

Genotipo Longitud £ SD (cm) n‘

WT 4,88 + 1,82 25
med31-1 3,63+0,50 29
med31-2 2,00+0,93 34

Tabla 4.2: Longitud media de la raiz primaria de las distintas lineas.

4.1.4 Patron vascular en cotiledones

El patréon de haces vasculares de los cotiledones esta muy bien definido y es muy sensible a
mutaciones y/o tratamientos que tienen consecuencias en el desarrollo. Para determinar el
patrdn vascular en nuestros mutantes se trataron las plantulas con hidrato de cloral par clarear
el tejido y fueron observadas bajo el microscopio para observar el patrén que formaban los
vasos en los cotiledones. En los individuos WT se observa un vaso central que atraviesa la
parte central del cotileddn y en el apice se bifurca en dos bucles que abarcan practicamente
todo el cotiledén a lo ancho y vuelven al vaso central. Ademads, se forman otros dos bucles
adjuntos a los primeros que también estan conectados al vaso central. En conjunto forman un
patrén parecido a una yema apical. Este patrén también se observé en los individuos med31-1
(Figura 4.9) y en ambas lineas se observaron individuos en los que los bucles no estaban del
todo cerrados, seguramente debido al poco tiempo de vida que tenian dichos individuos.
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Figura 4.9: Patrones vasculares de a) WT y b) med31-1.

Por lo que respecta a los individuos med31-2 (Figura 4.10), los patrones no estaban tan
definidos y no se observaba una organizacion concreta en algunos casos. Los vasos se
disponian en una conformacidon mas irregular y se observd tanto una terminaciéon prematura
como una generaciéon espontanea de los mismos. También se observaron casos en que los
bucles inferiores no volvian al vaso central y discurrian en paralelo a éste hasta practicamente
la base del cotiledén.

Ademas, en las plantulas con cotiledones lobulados o 3 cotiledones se observaba que el
patron se dividia, resultando en que cada cotiledon (o semicotiledén) se quedaba con dos
bucles, en vez de cuatro.

Figura 4.10: Patrones vasculares de med31-2: a) plantula de 2 cotiledones, b) y c) plantulas de 3
cotiledones y d) plantula con cotiledon lobulado.
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4.1.5 Aspecto general de las plantas adultas

Las plantas adultas de med31-2 (Figura 4.11) presentaban una roseta mas pequefia y
compactada que en WT y med31-1, el tallo era generalmente menos grueso y en muchos casos
no alcanzaba la misma longitud que las otras dos lineas. También se observé en algunos casos
ausencia de dominancia apical, viéndose al menos dos tallos principales en algunos individuos.
Aun asi, las plantas producian meristemos florales de forma continua y eran perfectamente
capaces de producir descendencia, aunque la cantidad de semillas recolectadas de esta linea
siempre era ligeramente inferior.

-

Figura 4.11: Vista de plantas adultas: a) WT, b) med31-1, c)-f) med31-2.
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4.2 Fenotipos reproductivos

4.2.1 Flores

Un analisis de visu inicial de las plantas adultas de med31-2 ya apuntaba a que las flores
presentaban alteraciones en cuanto al nimero de érganos. Las flores de med31-2 presentaban
una amplia variedad de variantes fenotipicas, especialmente en el nimero de pétalos y
estambres: mientras que el nimero de pétalos solia ser ocasionalmente mayor que en WT y
med31-1, el nimero de estambres era frecuentemente inferior (Figura 4.12 y Tabla 4.3).
Ademas, también se observd en algunos casos una disposicion irregular de los érganos. Sin
embargo, no habia tanta diversidad fenotipica en el nimero de sépalos y ninguna en el
numero de carpelos (Tabla 4.3). Algunas anomalias observadas en los 6rganos florales fueron
sépalos con dpices blancos, estambres con filamentos fusionados o pétalos lobulados.

Figura 4.12: Vista detallada de flores: a) WT, b) med31-1, c-e) med31-2 con 4 pétalos, f) med31-2 con 3
pétalos, g) y h) med31-2 con 5 pétalos, i-l) med31-2 con 6 pétalos.

Sépalos Pétalos Estambres Carpelos
Rango MediazSD Rango MediazSD Rango Media+SD Rango MediatSD n
WT

_ 4 4 4 4 5-6 5,6+0,52 2 2 10
med31-1 4 4 4 4 5-6 5,7+0,48 2 2 10

med31-2 3-6 4,36+0,60 3-7 4,42+0,84 3-7 5,04+0,95 2 2 50
Tabla 4.3: Numero de 6rganos florales. Las flores incluidas son las del meristemo primario. Los érganos fusionados
fueron contados como uno solo.
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5. Andilisis de los niveles de expresion de posibles dianas

Los fenotipos observados en las diferentes fases del desarrollo de Arabidopsis en med31-2
son similares a los observados en el doble mutante an3 han (Kanei et al., 2012), por lo que se
planted la hipdtesis de que la expresidon de estos dos genes estuviera regulada por MED31.
Para probar la hipdtesis determinamos la expresiéon de AN3 y HAN en el mutante med31-2
(Figura 4.4). Los resultados indicaron que, si bien la expresion de AN3 no se veia alterada, la de
HAN se veia reducida en una proporcion similar a la de MED31. Estos resultados apuntan a que
quizas parte del fentipo de nuestro mutante es debido a los niveles bajos de HAN.

6. Andlisis de la complementacion de med31

La transformacidn de las lineas WT y med31-2 dio como resultado plantas transgénicas que
sobreexpresaban MED31 al tener el inserto de T-DNA el promotor 35S. Las plantas de las lineas
obtenidas tras seleccionar en MS con BASTA presentaban el aspecto de plantas WT, tanto
aquellas que tenian fondo genético med31-2, indicando que el inserto produce una proteina
funcional y que los bajos niveles de MED31 son la causa de los fenotipos, como WT, lo cual
indica que en WT los niveles de MED31 estdn por debajo del umbral de saturacion (Figura
4.13). En el caso de las lineas transgénicas en fondo med31-2, el fenotipo se veia totalmente
corregido, tanto en las primeras etapas del desarrollo como en la etapa adulta (Figura 4.15);
salvo algunas excepciones en las que aparecieron individuos que, pese a ser resistentes a
BASTA, tenian el fenotipo de med31-2.

Figura 4.13: Vista de plantulas transformadas con 35S::Flag de la generacion T1: a) en fondo med31-2
y b) en fondo WT (marcadas en rojo).
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Figura 4.14: Comparacion de plantulas transformadas con 35S::Flag de la generacion T3 en fondo
med31-2 (arriba) con WT (izquierda) y med31-2 (derecha).

Figura 4.15: Comparacion de plantas adultas transformadas con 35S::Flag de la generacion T3 en
fondo med31-2 (derecha) con WT (izquierda) (Ver Figura 4.10 para comparar con med31-2).
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo era realizar un analisis inicial del papel que juega la subunidad
MED31 en Arabidopsis thaliana, analizando el fenotipo de dos alelos mutantes med31,
prestando atencion a la morfologia de las plantulas, flores y plantas adultas, asi como a los
niveles de mensajeros de genes cuya expresion se pueda ver regulada por MED31. También
preparamos lineas transgénicas en las que expresamos MED31 etiquetado con el epitopo FLAG
en un fondo mutante med31 con el fin de (i) confirmar que los fenotipos del mutante se deben
a la deficiencia de MED31, y (ii) obtener herramientas que nos permitan investigar aspectos
moleculares de MED31 y su relacidn con las proteinas DELLA en el futuro.

No existen estudios previos sobre el papel de MED31 en Arabidopsis, pero si en embriones
de ratdn, en donde se describieron defectos en el desarrollo y la proliferacién embrionarios y
en el desarrollo de las extremidades (Risley et al., 2010). De manera similar, la causa de los
fenotipos observados en las plantas med31-2 tiene su origen en el desarrollo embrionario y se
ve reflejado en las primeras etapas del desarrollo, afectando principalmente a los cotiledones
(hojas embrionarias), como se ha podido observar en el nimero y forma de éstos y en la
distribucidon de los vasos.

Siguiendo en esta linea, algunos individuos med31-2 que llegan a la fase adulta presentan
un fenotipo en el que el tallo es mucho mas corto, por lo que la elongacidn del tallo podria ser
regulada también por MED31. Este punto es interesante porque puede ser una evidencia de la
relacidon que establece con las proteinas DELLA con las que interacciona fisicamente (datos no
mostrados), que regulan negativamente la elongacién del tallo.

Por lo que respecta a la morfologia de los dérganos florales, los individuos med31-2
presentan ciertas anomalias en el nimero de pétalos y estambres principalmente, lo que lleva
a pensar que MED31 también estd involucrado en la regulacidon de los genes que dirigen la
diferenciacidn de los 6rganos florales.

Los resultados obtenidos en el andlisis del nivel de expresion indican que la planta es muy
sensible a los niveles de MED31 y que una disminucidn del 50% tiene consecuencias muy
dramaticas en el desarrollo de las plantas, probablemente derivadas del papel clave de esta
subunidad conservada en el complejo Mediator. Los fenotipos mostrados en las distintas fases
del crecimiento fueron la razén por la que se también se decidié comprobar el nivel de
expresion de AN3 y HAN, ya que los mutantes que carecen de estos genes presentaban
fenotipos similares en las mismas etapas (Kanei et al., 2012). HAN es un TF que regula el
desarrollo floral y del meristemo apical en Arabidopsis. AN3 fue descrito en primera instancia
como un coactivador transcripcional que regula la proliferacion celular en los primordios
foliares (Horiguchi et al., 2005) y desde hace poco se ha encontrado que también actia como
regulador de la acumulacidn de antocianinas (Meng, 2015) o en tolerancia a sequia modulando
la eficiencia del uso del agua (Meng y Yao, 2015). Si bien la expresion de AN3 no se ve afectada
por la mutacion med31, si lo estd la de HAN, lo que podria contribuir al fenotipo observado de
cotiledones y drganos florales supernumerarios, teniendo en cuenta sus funciones descritas.
Para probar esta hipétesis deberiamos sobreexpresar HAN en un fondo med31-2 y determinar
el grado de correccion de los fenotipos comunes.
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Al sobreexpresar MED31 en un fondo mutante se corrigié el fenotipo mutante, lo cual
indica que la proteina MED31 sintetizada con el epitopo FLAG es perfectamente funcional y
qgue los fenotipos observados en los individuos mutantes son debidos al bajo nivel de
expresion de MED31. Interesantemente, al sobreexpresar MED31 en fondo WT no se observo
ningun cambio fenotipico, lo que lleva a suponer que los niveles de MED31 no son limitantes.
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CONCLUSIONES

Los fenotipos observados en los mutantes med31-2 son debidos a los niveles reducidos de
MED31, lo cual resalta su importancia en las distintas etapas del desarrollo de Arabidopsis
thaliana, probablemente como parte del complejo Mediator.

MED31 regula la expresion de HANABA TARANU, cuya baja expresion es en parte razén de
los fenotipos observados.
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